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FARKLI KUTINAZ gEKILLERI 

BULU§UN ILGXLX OhVVGU TKXNXK ALAN 

10 Mevcut bulu§, bir kutinaz varyanti ile, daha da 

ozel olarak lsiya kar§i arttinlmi§ dayanikliliga sahip 
olan bir kutinaz varyanti ile ilgilidir. Bulu§, ayni 
zamanda varyanti de§ifre eden bir DNA dizilimi ile, DNA 
dizilimini kapsayan bir vektor ile, DNA dizilitnini ya 

15 da vektoru banndiran transf ormasyona ugrami§ bir konak 
hucre ile, varyanti meydana getirmek icin bir yontem 
ile ve varyantm kullanimi ile de ilgilidir. 

BULU^UN GE^Mi^i 

20 Kutinazlar, kutin substratini hidrolize edebilen 

lipolitik enzimlerdir. Kutinazlar, ce^itli mantarlardan 
bilinirler ("Lipases" da, P. E. Kolattukudy, Ed. B. 
Borgstrom ve H.L. Brockman, Elsevier 1984, 471-504). 
Fusarium solani pisi' nin kutinazimn kristal yapisi ve 

25 amino asit dizilimi tarif edilmi^tir (S. Longhi ve 
arkada§lari, Journal of Molecular Biology, 268 (4), 
779-799 (1997)). Humicola insolens' ten bir kutinazm 
amino asit dizilimi de yayimlanmi§t ir (ABD 5,827,719). 

30 Fusarium solani pisi 'nin bir dizi varyanti yayim- 

lanmi§tir: WO 94/14963; WO 94/14964; Appl . Environm. 
Microbiol. 64, 2794-2799, 1998; Proteins: Structure, 
Function and Genetics 26, 442-4 58, 1996; J. of 
Computational Chemistry 17, 1783-1803, 1996; Protein 

35 Engineering 6, 157-165, 1993; Proteins: Structure, 
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5 Function and Genetics 33: 253-264, 1998; J. of 
Biotechnology 66, 11-26, 1998; Biochemistry 35, 398- 
410, 1996. 

Fungal (mantar kokenli) kutinazlar, poli(etilen 
10 tereftalat) ' in halkali oligomerlerinin enzimatik 
hidrolizinde; ornek olarak poli (etilen tereftalat) 
'liflerinden kuma? veya ipliklerin finisajxnda (WO 
97/27237) kullanilabilir . Ancak, daha yuksek i§leme 
lsilanna izin vermek uzere, bilinen fungal kutinaz- 
15 lann lsiya kar?i dayamkliligmi arttirmak istenir. 

BULU§UN OZETI 

Bulu^un sahipleri, lsiya kar?i artmi? dayanik- 

liliga sahip olan fungal kutinazlarm belirli 
20 varyantlanni bulmu§lardir . 

Buna uygun olarak, bulu? a) N ucu amino asidinin 
lokasyonundan 17 A iginde (kristal bir yapi iginde 
amino asit bakiyelerinden hesaplandigi uzere) , ve/veya 
25 b) N ucu amino asidinden 2 0 pozisyonu igrinde yer alan 
bir ya da daha fazla amino asit bakiyesinin ikame 
edilmesini kapsayan ebeveyn fungal kutinazin bir 
varyantini temin eder. 

30 Bulug, ayni zamanda varyanti de^ifre eden bir DNA 

dizilimi, DNA dizilimini kapsayan bir ekspresyon 
vektorunu, DNA dizilimini ya <3a ekspresyon vektoriinu 
barindiran transf ormasyona ugrami§ bir konak hucreyi, 
varyanti meydana getirmek igin bir yontemi, varyanti 

35 kullanan i^lemleri ve varyanti kapsayan bir deterjan 
bile^imini de temin eder. 
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5 QIZiMLERIN OZET TARIFI 

§ekil 1, H. insolens' in kutinazinin u<? boyutlu 
yapisi igin koordinatlari vermektedir. 

§ekil 2, F. solani pisi (solda) ve H. insolens' den 
10 (sagda) kutinazlann ug boyutlu yapilarini gosteren bir 
bilgisayar modelidir. N ucu amino asidini ve bunun 
cevresindeki 12 A ve 17 A capmdaki alanlari teshis 
igin farkli renkler kullanilmistir . 

15 §ekiller 3-6, c3ET'nin hidrolizini ag:iklamaktadir . 

Aynntilar Orneklerde verilmektedir . 

BULU§UN AYRINTILI TARIFI 

20 Fungal kutinaz 

Ebeveyn kutinaz, kamgili fungal kutinaz gibi bir 
fungal kutinazdir; ornek olarak, Humicola veya 
Fusariu/n'un susu, ozellikle de H. insolens ya da F. 
25 solani pisi' nin susu, daha da ozel olarak H. 
insolens' in DSM 1800 su§u icin dogaldir. 

insolens' in DSM 1800 susunun kutinazinin amino 
asit dizilimi ve bunu desifre eden DNA dizilimi, ABD 
30 5, 827, 719' un SEQ ID NO: 2 ve SEQ ID NO:l olarak 
gosterilir. H. insolens kutinaz igin burada kullanilan 
numaralandirma sistemi, sozu edilen SEQ ID NO: 2'de 
gosterildigi gibi, olgun peptide dayanir. 

35 F. solani pisi' nin kutinazinin amino asit 

dizilimi, WO 94/14 964 'un §ekil ID'sinde olgun peptit 
olarak gosterilir. F. solani pisi kutinazi igin burada 
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5 kullanilan numaralandirma sistemi, WO 94/14964' te 
kullanilandrr; sozu edilen §ekil ID'de gosterilen on 
dizilimi i<?ihe alir; bu nedenle, olgun kutinaz 16-214 
pozisyonlarmdadir. 

10 Ebeveyn kutinaz, H. insol ens' in DSM 1800 su^unun 

kutinazimnkine en az %50 homolog olan (ozellikle de en 
t az %70 ya da en az %80) bir amino asit dizilimine sahip 
olabilir. Ebeveyn kutinaz ozellikle H. insol ens' in DSM 
^ 1800 su^unun kutinazi ile saraya dizilebilen biri 

15 olabilir. 

Amino asitler ve alterasyonlar icjin isimlendirrae 

Spesif ikasyon ve istemler, tek harfli kodlan ile 
20 amino asitleri i§aret eder. Bir dizilimdeki ozel bir 
amino asit, tek harfli kodu ve pozisyonu ile te§his 
edilir; ornek olarak Ql Gin belirtir (1. pozisyondaki ; 
yani N ucundaki Glutamin) . 

25 Ikame i^lemlerini tarif etmek igin burada 

kullanilan isimlendirme, temel olarak WO 92/05249 'da 
tarif edildigi gibidir. Bu nedenle, R51P P (Pro) ile 51 
pozisyonundaki R'nin (Arg) ikame edilmesini belirtir. 

30 Homologluk ve Sxralama 

Mevcut bulugun amaglan igin, homologlugun 
derecesi Needleman, S.B. ve Wunsch, CD. tarafindan 
(1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-45' te 
35 tarif edilen yonteme gore, polipeptit dizilimi 
mukayesesi i<?in a^agidaki ayarlamalar ile, uygun bir 
bigimde tayin edilebilir: GAP 3.0'lik meydana gelme 
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5 §arti ve GAP 0.1 'lik uzama $arti. Tayin GCG program 
paketinde (Wisconsin Package igin Program Kilavuzu, 8. 
Versiyon, Agustos 1994, Genetics Computer Group, 575 
Science Drive, Madison, Wisconsin, ABD 53711) temin 
edilen GAP gibi bilinen bir bilgisayar programi 
10 araciligi ile yapilabilir. 

Ele alman iki dizilim, ayni parametreler 
kullanilarak, Needleman (ayni ref erans) ' da tarif edilen 
^ yonteme gore siralanabilir . Bu, GAP programi (ayni 

15 ref erans) araciligi ile yapilabilir. 

Kutinazm uq: boyutlu yapisi 

H. insolens' in kutinazimn yapisi, a^iklandigi 
20 gibi X 1151m kristalograf isi yontemi igin,- ornek olarak 
X-I$ini Yapisi Tayini, Stout, G.K. ve Jensen, L.H., 
John Wiley & Sons, Inc., MY, 1989 igin prensibe uygun 
olarak gozuldu. 2.2 A resolusyonda , izomorf degi§tirme 
yontemi kullanilarak gozulen kristal yapisi igin 
25 yapisal koordinatlar , standart PDB formati (Protein 
Data Bank -Protein Veri Bankasi, Brookhaven National 
Laboratory, Brookhaven, CT.) iginde §ekil l'de veril- 
mektedir . 

30 F. solani pisi kutinazmm yapisi, Martinez ve 

arkada^lan (1992). Nature 356, 615-618'de tarif 
edilmektedir . F. solani pisi ve H. insolens kutinaz- 
lannin boyutlu yapilari, §ekil 2'de bilgisayar 

model i §eklinde mukayese edilmektedir. 

35 

Fungal kutinazlarin ug boyutlu genel yapilarinxn 
<pok benzer oldugu ve X i§ini kristalograf isi yolu ile 
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oldukca yuksek oranda homolog oldugunun gosterildi§i 
kaydedilmelidir . F. solani pisi ve H. insolens* den 
kutinazlar arasmdaki benzerlikler, §ekil 2'deki 
bilgisayar model inden aciklikla gorulmektedir . Bu 
nedenle, bir fungal kutinaz igin belirtilen bu tip 
modif ikasyonlar, diger fungal kutinazlar igin de 
fonksiyonel olacaktir. 

N ucu yakminda ikame i^lemi 

15 Bulu^un varyanti, N ucuna yakin bir ya da d&ha 

fazla amino asit ikame i^lemine sahiptir. ikame i§lemi, 
17 A mesafesi icinde (ornek olarak 12 A) ve/veya N 
ucunun 20 pozisyonu icindedir (ornek olarak 15 
pozisyonu) . N ucundan olan mesafe, amino asitlerin C a 

20 atomu arasmda hesaplanacaktir ve kristal bir yapi 
icindeki amino asitten (diger bir deyi^le; X i§im 
yapismda gorunen) hesaplanir. 

H. insolens DSM 1800 su^unun kutinazmda, iki N 
25 ucu amino asidi (Ql ve L2; diger bir deyi^le; 1 ve 2 
pozisyonlarmdaki Gin ve Leu) , X x^ini yapismda 
gdrunur degildir, boylelikle mesafe G3 amino asidinden 
hesaplanacaktir. 17 A icindeki amino asitler, 3-12, 18, 
20-60, 62-64, 82, 85-86, 100-108, 110-111, 130-132, 
30 174, 176-182, 184-185, 188 ve 192 pozisyonlanni icine 
alir. 12 A icindekiler, 3-8, 22-27, 30-47, 53-59, 102, 
177 ve 180-181 pozisyonlanni i^ine alir. 

F- solani pisi'nin kutinazmda, N ucu amino asidi 
35 G17, X i§im yapismda gorunurdur. 17 A icindeki amino 
asitler, 17-26, 34-75, 77-79, 101, 115, 117-119, 147, 
191-197, 199-200 ve 203'u icine alir. 12 A icindeki 


/ 

5 


10 
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5 amino asitler, 17-22, 38, 40, 45-58/ 60, 65 ve 70-72 
pozisyonlarxni igine alir. 

Bulusun varyantlarx, ebeveyn enzime kxyasla xsiya 
karsx artmxs dayanxklxlxga sahiptir. Isiya karsx 

10 dayanxklxlxk denaturasyon xsxsxndan DSC yolu ile 
(differential scanning calorimetry -ayxrt edici tarama 
kalorimetresi) ; omek olarak bir ornekte; ornegin pH 
8.5'te, 90 K/saat tarama hxzx ile tarif edildigi gibi 
tayin edilebilir. Varyantlar, ebeveyn enzimden en az 

15 5°C daha yuksek olan bir denaturasyon (parqralanma) 
isxsxna sahiptir. 

Yukarxdaki alanlardaki ikame islemlerinin toplam 
sayisi, tipik bir sekilde 1-10'dur; ornek olarak 

20 yukaridaki alanlarda 1-5 ikame islemidir. Ek olarak, 
bulusun kutinaz varyantx istege bagli olarak ebeveyn 
enzimin diger modif ikasyonlarxnx igine alabilir; 
yukaridaki alanlarin dxsanda tipik bir sekilde 10 ya da 
daha az, ornegin; 5 ya da daha az alterasyon (ikame 

25 islemleri, eksiltmeler veya veriest irmeler) igerebilir. 
Bundan oturu, varyantm amino asit dizilimi, tipik bir 
bigimde 1-20 arasindadxr ; 6rne§in ebeveyn kutinaza 
kxyasla 1-10 alterasyon arasxndadxr. 

30 Qozucunun erisebildigi yuzey 

Maruz bxrakxlan amino asit bakiyesinde bir ya da 
daha fazla ikame islemi yapxlabilir; diger bir deyisle, 
gozucunun erisebildigi bir yuzeye sahip olan bir amino 
35 asit bakiyesi. Bu, W. Kabsch ve C. Sander tarafxndan 
Biopolymers, 22 (1983), s. 2577-2637'de tarif edilen 
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5 Mssp" programa (versiyon Ekim 1988) ile hesapla- 
nabilir. 

H. insolens DSM 1800 susunun kutinazinda , asagi- 
daki amino asitler N ucundaki G3'un 17 A icinde yer 
10 alir ve O'dan daha buyuk olan: 3-12, 18, 26-33, 36-38, 
40-45, 47-56, 59-60, 62-64, 82, 85-86, 104-105, 174, 
i 176-179, 181-182, 192 olan cozucumin ulasabildigi bir 
yuzeye sahiptir. 

15 Ozel ikame islemleri 

N ucu yakmindaki ikame islemi, ozel olarak 
elektrik yukunu arttiran; diger bir deyisle, negatif 
yuklu amino asidin notr ya da pozitif olarak yuklu bir 

20 amino asit ile ikame edildigi ya da notr amino asidin 
pozitif yuklu bir amino asit ile ikame edildigi biri 
olabilir. Bundan oturu, Humicola insolens DSM 1800 
susunun kutinazmdaki E6, E10, E30, E47, D63, E82 ve/ 
veya E179 pozisyonlarina karsilik gelen bir 

25 pozisyondaki negatif amino asit bakiyesi, notr ya da 
pozitif bir amino asit ile; ornek olarak R, K f Y, H, Q 
veya N ile ikame edilebilir. Bazi spesifik ikame 
islemleri, E6Q/N, E10Q/N, E47K/R ya da E179Q/N'ye 
karsilik gelenlerdir. Ayni zamanda, H. insolens 

30 kutinazmdaki N7, Sll, N44 ya da N52'ye karsilik gelen 
bir pozisyondaki notr bir amino asit bakiyesi, pozitif 
bir amino asit ile (R, K ya da H) ikame edilebilir. 

N ucu yakmindaki ikame isleminin diger bir 
35 ornegi, bir Pro bakiyesi ile ikame islemidir; ornek 
olarak Humicola insolens DSM 1800 susunun kutinazmdaki 
A14P ya da R51P'ye karsilik gelen bir ikame islemidir. 
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Ozel varyantlar 

Asagidakiler, Hvmicola insolens kutinazll 
varyantlann bazi ornekleridir . Kar^ilik 
varyantlar, diger ebeveyn kutinazlar temel alma! 
yapilabilir. 

R51P 

E6N/Q+ L138I 
A14P+E47K 
E47K 
E179N/Q 

E6N/Q+ E47K+ R51P 
A14P+ E47K+ E179N/Q 
E47K+ E179N/Q 
E47K+ D63N 

E6N/Q+ E10N/Q+ A14P+ E47K+ R51P+ E179N/Q 
E6N/Q+ A14P+ E47K+ R51P+ E179N/Q 
Q1P+ L2V+ S11C+ N15T+ F24Y+ L46I+ E47K 



Kutinaz varyantmxn kullammi 

c3Et olarak kisaltilan halkali tri (etilen 
tereftalat) gibi poli (etilen teref talat) ' in halkali 
oligomer lerinin ornegin enzimatik hidrolizi icin, 
bulu§un kutinaz varyanti kullanilabilir . 

Ozellikle de kutinaz varyantli iplik veya kuma^in 
muamele edilmesi yolu ile, istege bagli olarak kumag ya 
da ipligin, pH'si yakla^ik olarak 7 ila yakla^ik olarak 
11 araligindaki bir pH'ya sahip olan sulu bir <?ozelti 
ile calkalanmasi yolu ile polyester iceren kuma§ ya da 
iplikten bu tip halkali oligomerleri uzaklastirmak i-cin 
kullanilabilir. Polyesterin muamelesi, uygun bir 
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5 bigimde c3ET (yaklasik olarak 55°C) camdan ge<?is 
lsisimn uzerinde ve polyesterin camdan gegis lsismm 
altmda (yaklasik olarak 70°C) yurutulur. Bundan 
dolayi, muamele uygun bir bigimde 50-80°C'de; ornegin 
60-75°C'de gergeklestirilebilir . islfem WO 97/27237' deki 
10 ile ayni sekilde gergeklestirilebilir . 

, Kutinaz varyanti, polyester i^eren kumaslari; 

ornek olarak, PET (et ilenglikol ve tereftalik asidin 
polimeri), P3GT (1 , 3-propandiol ve tereftalik asidin 

15 polimeri) ya da polyester/pamuk karisimim muamele 
etmek i^in kullanilabilir . Islem polyester kumaslar 
igin giyinme ve konforda iyilesme, su ge^irgenliginde 
art is, antistatik davranista azalma, tutum ve yumusak- 
likta iyilesme, redepozisyon ozelliklerinde ve/veya 

20 renk berrakliginda degisiklik gibi faydalar temin 
edebilir . 

Kutinaz varyanti, kutinaz varyanti ile muamele, 
bunun ardindan kirisiksiz, kalici prese utuyle atese 

25 dayaniklilik etkilerini iyilestirmek igin, bir 
yumusatici, bir kirismaya karsi refine, bir antistatik 
ajan, bir kirlenmeye karsi ajan ya da ajanlar gibi bir 
finisaj ajani ile muamele yolu ile, PET iperen iplik ya 
da kumasin fonksiyonel finisaj mi iyilestirmek uzere 

30 kullanilabilir. Kutinaz varyanti ile muamele , yuzeydeki 
fonksiyonel gruplarmin sayisim arttirabilir ve bu 
fonksiyonel finisaj i eklemek uzere kullanilabilir. 
Finisaj ajanlanmn ornekleri, 1998-10-15 ' te "SENSHOKU 
SIAGEKAKO BENRAN" ' da Nihon Seni Sentaa KK tarafmdan 

35 tarif edilmektedir . 
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5 Bulletin kutinaz varyanti, WO 94/03578 ve WO 

94/14964 'te tarif edildigi gibi, yagli kirliliklerin 
uzakla§tinlmasini iyile§tirmek uzere dahil edilebil- 
digi deter janlarda da faydalidir. Kutinaz varyant mm 
cama^ir deterjanlarina ilavesi, cok sayida yikama/giyme 
10 qrevrimi sirasinda birikme yapan, giysiden kotu kokuyu 
azaltabilir . 

Kutinaz varyanti ayni zamanda polikaprolakton 
(PCL) ,poli-etilenglikol-teref talat (PET) ,poliaktik asit, 
15 polibutilensuksinat ve poli (hidroksibutirik asit)-ko- 
(hidroksivalerik asit) gibi polyesterlerin parcalanmasi 
ve yeniden islemden gecirilmesi icin; ornegin JP-A 5- 
344897 'de tarif edildigi gibi, ornegin film ve si§eler 
igin de kullanilabilir. 

20 

Kutinaz varyanti, lipazlar ve kutinazlarm bilinen 
diger uygulamalari icin; ornegin finncilik sanayiinde 
(ornek olarak WO 94/04035 ve EP 585988 ' de tarif 
edildigi gibi) , kagit yapimi sanayiinde (ornek olarak 

25 dislerin uzakla^tirilmasi , bakiniz EP 374700) ve deri, 
yun ve iliskili sanayilerde (ornek olarak hayvan 
derilerinin, koyun postlarmm veya yunlerinin yagla- 
rmdan arindirilmasi) ve yagdan arindirmayi/ yagsizla§- 
tirmayi icine alan diger uygulamalarda da kullanila- 

30 bilir. Yag sanayiinde, organik sentezde katalizor 
olarak (ornek olarak; esterle^tirme, transesterif i- 
kasyon ya da ester hidroliz reaksiyonlari) immobilize 
§ekilde kullanilabilir . 


35 
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5 Polyester boyama 

Bulus, polyester kumas veya ipligin boyanmasx icin 
bir islem temin eder. Bu islemde, kumas ya da iplifc ilk 
olarak bir kutinaz ile muamele edilir; ornegin 12-48 

10 saat sure ile, 50-70°C ya da 65-70°C'de, pH 7-10'da 
muamele edilir, ardmdan bir boya ile ornegin; reaktif 
bir boya, disperse bir boya ya da katyonik bir boya ile 
boyanir. Reaktif boya, OH ya da COOH gruplarx ile 
reaksiyona giren bir boya olabilir; ornek olarak 

15 Kromofor-NHPh-S02CH 2 CH 2 OS0 3 Na yapxsxna sahip olan bir 
boya olabilir. Boyama 40-80°C'de, ornegin 20-60 dakika 
sure ile gerceklestirilebilir . 

Kutinaz, ebeveyn kutinazxnkinden en az 5°C daha 
20 yuksek olan, ornegin 7-10°C daha yuksek olan; ornegin 
65°C ya da daha yuksek bir derecede olan bir isi ile 
parcalanma lsisina T d i pH 8.5'e sahip olan xsiya 
dayaniklx bir kutinaz olabilir. Oleum DSC yolu ile, bu 
spesif ikasyonun orneginde tarif edildigi gibi yapxla- 
25 bilir. 

Yiizey Aktif Madde (Surfaktan) 

Kumas ya da ipligin islenmesinde, enzim ile teraasx 
30 iyilestirmek icin geleneksel bir xslatxcx ajan ve/veya 
bir dispersan ajan kullanxlabilir . Islatxcx ajan iyonik 
olmayan bir surfaktan olabilir; ornegin etoksillenmis 
bir yag alkolu olabilir. £ok faydali bir xslatxcx ajan 
etoksillenmis ve Berol 087 (Akzo Nobel, isvec'in urunu) 
35 gibi propoksillenmis yag asidi esteridir. 
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5 Dispersan ajan, iyonik olmayan, anyonik, katyonik, 

amfolitik ya da dengesiz iyonik surfaktanlar arasindan 
uygun bir sekilde secilebilir. Daha ozel olarak, 
dispersan ajan karboksimetilseluloz, hidroksipropil- 
seluloz, alkil aril sulfonatlar, uzun zincirli alkol 

10 sulfatlar (primer ve sekonder alkil sulfatlar) , 
sulfonlanmis olefinler, sulfatlanmis monogliseritler, 
sulfatlanmis eterler, sulf osuksinatlar, sulfonlanmis 
metil eterler, alkan sulfonatlar, fosfat esterleri, 
alkil izotiyonatlar, acil-sarkozitler, alkiltauritler, 

15 floro surfaktanlar, yag alkolleri ve alkilfenol 
kondensatlari, yag asidi kondensatlari , etilen oksidin 
bir amin ile kondensatlari, etilen oksidin bir amid ile 
kondensatlari, sukroz esterleri, sorbitan esterleri, 
alkiloamidler, yag amidi oksitleri, etoksillenmis 

2Q monoaminler, etoksillenmis diaminler, alkol etoksilat 
ve bunlarin kansimlan arasindan secilebilir. Cok 
kullamsli bir dispersan ajan Berol 08 (Akzo Nobel, 
Isvec'in urunu) gibi bir alkol etoksilattir . 

25 Kutinaz varyantlarinin hazirlanmasi i<?in yontemler 

Bulusun kutinaz varyanti, ornegin; WO 94/14963 ya 
da WO 94/14964 'te (Unilever) tarif edildigi gibi bu 
dalda bilinen yontemler ile hazirlanabilir . Asagi- 
30 dakiler kutinaz desifre eden DNA dizilimlerinin 
klonlanmasi icin yontemleri, ardmdan kutinaz desifre 
eden dizilim icinde ozel bolgelerde mutasyonlan 
meydana getirmek icin yontemleri tarif eder. 

35 
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5 Bir kutinazi desifre eden bir DNA diziliminin 
klonlaxunasx 

Ebeveyn kutinazx desifre eden DNA dizilimi, 
sorgulanan kutinazi meydana getiren herhangi bir 

10 mikroorganizmadan ya da hucreden, bu dalda iyi bilinen 
gesitli yontemler kullanilarak izole edilebilir. ilk 
.olarak, kromozomal DNA ya da tasiyici RNA kullanilarak, 
arastinlacak olan kutinazi meydana getiren organiz- 
madan, genomik bir DNA ve/veya cDNA kitapligi insa 

15 edilmelidir . Daha sonra, eger kutinazin amino asit 
dizilimi biliniyorsa, isaretlenmis oligonukleotit 
problari sentezlenebilir ve sorgulanan organizmadan 
hazirlanan genomik kitapliktan kutinaz desifre eden 
klonlari teshis etmek uzere kullanilir. Alternatif 

20 olarak, bilinen diger bir kutinaz genine homolog olan 
dizilimleri iceren isaretli bir oligonukleotit probu, 
hibritleme ve dusuk sikiliktaki yikama kosullari 
kullanilarak kutinaz desifre eden klonlari teshis etmek 
uzere kullanilabilir . 

25 

Kutinazi desifre eden klonlari teshis etmek icin 
yine diger bir yontem, genomik DNA'mn parcalanni 
plazmid gibi bir ekspresyon vektoru icine yerles- 
tirmeyi, kutinaz negatif bakterilerin sonucta meydana 

30 gelen genomik DNA kitapligi ile trans formasyona 
ugratilmasini ve daha sonra, transf ormasyona ugratilmis 
bakterileri, kutinaz igin bir substrati igeren agar 
(jeloz) uzerine ekmeyi icine alacaktir (dm. maltoz) , 
boylelikle kutinazi eksprese eden klonlarm teshis 

35 edilmesine izin verecektir. 


1st 
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5 Alternatif olarak, DNA dizilimini desifre eden 

enzim, bu dalda yerlesmis olan standart yonteml^r ile; 
ornek olarak, S.L. Beaucage ve M.H. Caruthers 
tarafmdan (1981), Tetrahedron Letters 22, s. 1859- 
1869'da tarif edilen fosforoamidit yontemi ile ya da 

10 Matthes ve arkadaslari tarafmdan (1984), EMBO J. 3, s. 
801-805' te tarif edilen yontem ile sentetik olarak 
hazirlanabilir . Fosforoamidit yonteminde , oligonukleo- 
titler ornegin otomatik bir DNA sentezleyici iqrinde 
sentezlenir, saf lastirilir, islenir, baglanir ve uygun 

15 vektorler i<?inde klonlanir. 

Son olarak, DNA dizilimi, standart tekniklere 
uygun olarak, sentetik, genomik ya da cDNA kokenli 
pargalarin birlestirilmesi yolu ile hazirlanan (uygun 

20 oldugu uzere, butun DNA diziliminin gesitli kasimlarina 
karszlik gelen pargalar) karisik genomik ve sentetik 
kokenli, karisik sentetik ve cDNA kokenli ya da karisik 
genomik ve cDNA kokenli olabilir. DNA dizilimi ayni 
zamanda ozel primerler kullanilarak, ornegin ABD 

25 4,683,202 ya da R.K. Saiki ye arkadaslari (1988), 
Science 239, 1988, s. 487-491'de tarif edildigi gibi 
polimeraz zincir reaksiyonu ( PGR =polyme rase chain 
reaction) yolu ile de hazirlanabilir. 

30 Bolgeye yonelik mutajenez 

Bir kutinaz desifre eden DNA dizilimi izole 
edildigi ve istenen mutasyon bolgeleri teshis edildigi 
zaman, mutasyonlar sentetik oligonukleotitler kullam- 
35 larak sokulabilir. Bu oligonukleotitler, istenen mutas- 
yon bolgelerini yan tarafmdan bulunduran nukleotit 
dizilimlerini igerir. Ozel bir yontemde, DNA'mn tek 
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5 iplikli boslugu, kutinaz desifre eden dizilim, kutinaz 
genini tasxyan bir vektor icinde meydana getirilir. 
Daha sonra, istenen mutasyonu tasxyan sentetik 
nukleotit, tek iplikli DNA'nan homolog kismxna islenir. 
Kalan bosluk daha sonra DNA polimeraz I (Klenow 

10 parcasx) ile doldurulur ve yapx, T4 ligaz kullanxlarak 
baglanxr. Bu yontemin ozel bir ornegi, Morigana ve 
arkadaslarx tarafxndan (1984), Biotechnology 2, s. 646- 
639'da tarif edilmektedir . ABD 4,760,025, kasetin kucuk 
alterasyonlarinx gerceklestirme yolu ile, coklu mutas- 

15 yonlari desifre eden oligonukleotitlerin sokulmasini 
acxklamaktadxr . Ancak, daha cok cesit mutasyon bile 
Morinaga yontemi yolu ile herhangi bir zamanda 
sokulabilir, cunku cok sayxda, cesitli uzunluklarda 
oligonukleotitler sokulabilir. 

20 

Mutasyonlarxn kutinaz desifre eden DNA dizilimleri 
icine sokulmasx icin diger bir yontem, Nelson ve Long 
(1989), Analytical Biochemistry 180, s. 147-151'de 
tarif edilir. PCR reaksiyonlarinda primerlerden biri 

25 olarak, kimyasal olarak sentezlenen DNA ipliginin 
kullanxlmasx yolu ile sokulan istenen mutasyonu iceren 
bir PCR parcasxnxn 3 asatnalx meydana getirilmesini 
icine alxr. PCR ile meydana getirilen parcadan, 
mutasyonu tasxyan bir DNA parcasx, kxsxtlayxcx 

30 endonukleazlar ile bolunme yolu ile izole edilebilir ve 
bir ekspresyon plazmidi icine yeniden yerlesti- 
rilebilir. 
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5 Kutinaz varyantlarinxn ekspresyonu 

Bulusa uygun olarak, yukanda tarif edilen 
yontemler yolu ile ya da bu dalda bilinen herhangi bir 
alternatif yontem yolu ile meydana getirilen varyanti 

10 desifre eden bir DNA dizilimi, tipik bir bigimde bir 
promotoru, operatdru, ribozom baglama bolgesini, 
translasyon baslatma sinyalini ve istege bagli olarak 
represor bir geni ya da gesitli aktivator genleri 
desifre eden dizilimleri kontrol eden bir ekspresyon 

15 vektoru kullanilarak enzim seklinde, eksprese 
edilebilir . 

Ekspresyon vektoru 

20 Bulusun bir kutinaz varyantmi desifre eden DNA 

dizilimini tasiyan rekombinan ekspresyon vektoru, uygun 
bir bi<?imde rekombinan DNA prosedurlerine tabi 
tutulabilen herhangi bir vektor olabilir ve vektor 
segimi siklikla sokulacagi konak hucreye bagli 

25 olacaktxr. Vektor , bir konak hucre igine sokuldugu 
zaman, konak hucre genomuna entegre olan ve 
butunlestigi kromozom(lar) ile birlikte kopyalanan bir 
vektor olabilir. Uygun ekspresyon vektorlerinin 
ornekleri, pMT838'i i<?ine alxr. 

30 

Promo tor 

Vektor i<?inde DNA dizilimi, isler bir bigitnde, 
uygun bir promotor dizilimine baglanmalidir . Promotor, 
35 segilen konak hucrede transkripsiyonel aktivite 
gosteren ve konak hucreye gore gerek homolcg gerekse 
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5 heterolog proteirileri desifre eden genlerden turevlenen 
herhangi bir DNA dizilimi olabilir. 

Bulusun bir kutinaz varyantim desifre eden DNA 
diziliminin transkripsiyonunun yonlendirilmesi igin 

10 uygun olan promotor ornekleri, ozellikle de bakteriyel 
bir konak iqrinde, E. coli ' nin lac operonunun promotoru, 
, Streptomyces coelicolor agaraz geni dagA promotorleri , 
Bacillus licheniformis a-amilaz geni latnyL) promotor- 
leri, Bacillus stearothermophilus maltojenik amilaz 

15 geni (amyM) promotorleri, Bacillus amyloliquefaciens a- 
amilaz geni {amyQ) promotorleri. Bacillus subtilis xylA 
ve xylB genlerinin promotorleri, vb. dir. Fungal bir 
konak iginde transkripsiyon igin kullanislx olan 
promotor ornekleri, A. oryzae TAKA amilazx desifre eden 

20 genden turevlenenler , S, cerevisiae' den TPI (trioz 
fosfat izomeraz) promotoru (Alber ve arkadaslan , 
(1982), J. Mol. Appl* Genet 1, s. 419-434), i^i^omucor 
miehei aspartik proteinaz f A . niger notral a-amilaz, A. 
niger aside dayanikli a-amilaz, A . niger glukoamilaz, 

25 Rhizomucor miehei lipaz, A. oryzae alkalin proteaz, A. 
oryzae trioz fosfat izomeraz ya da A . nidulans 
asetamidazdir . 

Ekspresyon vektoru 

30 

Bulusun ekspresyon vektoru, ayni zamanda uygun bir 
transkripsiyon terminatorunu ve okaryotlarda, bulusun 
a-amilaz varyantim desifre eden DNA dizilimine isLer 
bi^imde bagli olan poliadenilleme dizilimlerini de 
35 kapsayabilir . Terminasyon ve poliadenilleme dizilim- 
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5 leri, uygun bir sekilde promotor olarak ayni kaynak- 
1 ardan t ure vl enebi 1 i r . 


Vektor aynca, vektorun sorgulanan konak hucresi 
icinde kopyalanabilmesini mumkun kxlan bir DNA 
dizilimini kapsayabilir. Bu tip dizilimlerin ornekleri, 
pUC19, pACYCl 1 7 , pUBHO, pE194, pAMBl ve pIJ702 
plazmidlerinin replikasyqn kokenleridir . 


10 


Vektor ayni zamanda, secilebilir bir markoru de 
15 kapsar; ornegin urunu B. subtilis ya da B. 
licheniformis' ten dal genleri gibi konak hucresindeki 
bir eksigi tamamlayan gen ya da ampisilin, kanamisin, 
kloramfenikol ya da tetrasiklin direnci gibi 
antibiyotik direnci kazandiran birini kapsar. Dahasi; 
20 vektor higromisin direncini arttiran bir markor olan 
amdS, argB, niaD ve sC gibi Aspergillus seleksiyon 
markorlerini kapsayabilir ya da secim birlikte 
trans forma syon yolu ile ornegin; WO 91/17243' te tarif 
edildigi gibi tamamlanabilir . 


25 


30 


Kutinaz varyantmi, promotoru, terminatoru ve 
diger elemanlarx sirasi ile desifre eden bulusun DNA 
yapisxm baglamak icin ve bunlari replikasyon icin 
gerekli olan bilgileri iceren uygun vektorlerin icine 
yerlestirmek icin kullanilan prosedurler, bu dalda 
uzmanlasmxs kimseler tarafxndan iyi bilinmektedir 
(ornegin; Sambrook ve arkadaslari, Molecular Cloning: 
Bir Laboratuar Kxlavuzu, 2. Baski, Cold Spring Harbor, 
1989) . 


35 
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5 Konak Hucreler 

Gerek DNA yapisani gerekse yukarida tarif edildigi 
gibi bulu^un ekspresyon vektorunu kapsayan bulu§un 
hucresi, avantajli bir bicimde bulu^un kutinaz 

10 varyantinin rekombinan uretiminde, konak hucre olarak 
avantajli bir bigimde kullanilir. Hucre, varyanti 
degifre eden bulu?un DNA yapisi ile f konak kromo2om 
icinde DNA yapismin (bir ya da daha fazla kopya 
halinde) entegre edilmesi ile uygun bir §ekilde 

15 transf ormasyona ugrayabilir. Bu entegrasyon, DNA 
dizilimi hucre icinde daha stabil olarak surduruldukce, 
genellikle bir avantaj olarak kabul edilir. DNA 
yapilarmin konak kromozom icine entegrasyonu, gele- 
neksel yontemlere gore; ornegin, homolog ya da 

20 heterolog rekombinasyon yolu ile yapilabilir . 
Alternatif olarak, hucre yukarida tarif edildigi gibi, 
farklx tipte konak hucreleri ile baglantili olarak 
yukarida tarif edildigi gibi transforme edilebilir. 

25 Bulu^un hucresi, bir memeli ya da bir bocek gibi 

yuksek bir organizmamn bir hucresi olabilir, ancak 
tercihen mikrobiyal bir hucredir; ornegin bakteriyel ya 
da fungal (maya dahil olmak uzere) bir hucredir. 

30 Uygun bakteri ornekleri, Bacillus subtilis, 

Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus 
brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus 
alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 
coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, 

35 Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, veya 
Streptomyces lividans ya da Streptomyces murinus gibi 
Gram pozitif bakteriler ya da E. coli gibi gram negatif 
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5 bakterilerdir . Bakterilerin transformasyonu, ornegin 
protoplast transformasyonu yolu ile ya da bu dalda 
dogal olarak bilinen $ekilde uzman hucreler kullani- 
larak gercekle^tirilebilir . 

10 Maya organizmasi, lehte olacak sekilde 

Saccharomyces ya da Schizosaccharomyces turlerinden; 
ornegin Saccharomyces cerevisiae' den secilebilir. 

Konak hucre, kamcili bir mantar da ornegin; 

15 Aspergillus turune ait olan bir su§, en cok tercih 
edildigi uzere Aspergillus oryzae ya da Aspergillus 
niger, ya da Fusarium oxysporium, Fusarium graminearum 
(mukemmel halde Gribberella zeae olarak adlandxrilir , 
daha onceleri Sphaeria zeae olarak adlandirxliyordu, 

20 Gibberella roseum ve Gibberella roseum f . sp. Cerealis 
ile e§ anlamli) ya da Fusarium sulphureum (mukemmel 
halde Gibberella puricaris olarak adlandirilir , 
Fusarium trichothecioides, Fusarium bactridioides, 
Fusarium sambucium, Fusarium roseum ve Fusarium roseum 

25 var. graminearum ile e§ anlamli) , Fusarium cerealis 
(Fusarium crokkwellnse ile e§ anlamlx) ya da Fusarium 
venenatum gibi Fusarium' un bir susu olabilir. 

Tercih edilen bir duzenlemede, konak hucre proteaz 
30 eksikligi olan ya da proteaz eksi bir su?tur. 

Bu ornegin, *alp M isimli proteaz geni eksiltilmi? 
alkalin proteaza sahip olan, Aspergillus oryzae JaL 125 
proteaz eksik sus olabilir. Bu sus WO 97/35956 'da (Novo 
35 Nordisk) tarif edilmektedir . 
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5 Kamqrxlx mantar hucreleri, protoplast olusumunu ve 

protoplastlarxn transformasyonunu icine al'an, takiben 
hucre duvarxnxn bu dalda dogal olarak bilinen bir 
Sekilde rejenere edildigi bir i§lem yolu ile transforme 
edilebilir. Konak mikroorganizma olarak Aspergillus' un 
10 kullanxmx, icerigi bur ay a referans olarak dahil edilen 
EP 238 023 'te (Novo Nordisk A/S) tarif edilir. 

Trans fonnan tin kultive edilmesi ile, kutinaz 
varyantmin meydana getirilmesi 

15 

Bulu§ , digerleri arasmda , bulusun kutinaz varyan- 
tmi meydana getirme yontemi ile ilgili olup, bu yontem 
varyantm uretilmesine yardxmcx olan kosullar altmda, 
konak hucrenin kultive edilmesini ve hucrelerden 
20 ve/veya kultur vasatmdan varyantxn kazanxltnasxnx 
kapsar. 

Hucreleri kultive etmek igin kullanxlan vasat, 
ara^txrxlan konak hucreyi uretmek icin ve bulusun 

25 kutinaz varyantmin ekspresyonunun elde edilmesine 
uygun olan herhangi bir geleneksel vasat olabilir. 
Uygun vasatlar, ticari kaynaklardan temin edilir ya da 
yayiml annus yontemlere gore hazxrlanabilir (ornek 
olarak; Amerikan Tipi Kultur Kolleksiyonu katalog- 

30 larinda tarif edildigi gibi) . 

Konak hucrelerden salgilanan kutinaz varyantx, iyi 
bilinen prosedurler yolu ile, hucrelerin santrifuje 
edilerek ya da filtre edilerek vasattan ayrxlmasx ve 
35 amonyum sulfat gibi bir tuz aracxlxgx ile vasatxn 
proteinli bile§enlerinin cokturulmesi , takiben iyon 
degi^imi kromatograf isi , af finite kromatograf isi ve 
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5 benzerleri gibi kromatograf ik prosedurlerin kullanil- 
masi da dahil olmak uzere, uygun bir sekilde kultur 
vasatindan geri kazanilabilir . 

Bitkilerde vary an tin eksprese edilmesi 

10 

Mevcut bulus ayni zamanda, bu enzimi geri 
Jcazanilabilir miktarlarda eksprese etmek ve meydana 
getirmek uzere, bulusun varyantini desifre eden DNA 
dizilimi ile transforme edilen trans jenik bir bitki, 
15 bitki parcasi ya da bitki hucresi ile de ilgilidir. 
Enzim bitkiden ya da bitki parqrasxndan geri kazani- 
labilir. Alternatif olarak, rekombinan enzimi igeren 
bitki veya bitki parcasi bu sekilde kullanilabilir . 


20 Transjenik bitki dikotiledon ya da monokot iledon; 

kisaca dikot ya da monokot olabilir. Monokot bitkilerin 
ornekleri, cimen (cayir otu; Poa) gibi otlar, Agrostis 
gibi lliman bolge tahillari, delice, yumak otu gibi 
hayvan yemleri ve tahillardir; ornegin bugday, yulaf, 

25 cavdar, arpa, pirinc, dan ve misirdir. 

Dikot bitkilerin ornekleri tutun, aci bakla gibi 
baklagiller, patates, seker pancari , nohut, fasulye ve 
soya fasulyesi ve karnabahar gibi turpgiller 
30 (Brassicaceae familyasi) , kolza yag tohumu ve yakmdan 
iliskili model organi2ma Arabidopsis tha liana' dir . 

Bitki pargalarinin ornekleri, govde, kallus, 
yapraklar, kok, meyveler, tohumlar ve tuberlerdir 
35 (=yumrular) . Bu baglamda, kloroplast, apoplast, 
mitokondri, vakuol , peroksizomlar ve sitoplazma gibi 
spesifik bitki dokulari da bitki pargasi olarak kabul 
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5 edilir. Dahasi, hangi doku kokeninden olursa olsun, 
herhangi bir bitki hucresi, bitkinin bir parcasi olarak 
kabul edilir. 

Bulusun bakis acisi icine dahil edilenler, bu tip 
10 bitkilerin, bitki parcalannin ve bitki hucrelerinin 
soylandir . 

Bulusun varyantim eksprese eden transjenik bitki 
ya da bitki hucresi, bu dalda bilinen yontemlere uygun 

15 olarak insa edilebilir. Kisacasi, bitki veya bitki 
hucresi, bulusun enzimini desifre eden bir ya da daha 
fazla ekspresyon yapisimn bitki konak genomu icine 
dahil edilmesi ve sonucta meydana gelen modifiye 
edilmis bitki ya da bitki hucresinin transjenik bir 

20 bitki veya bitki hucresi icine cogaltilmasi yolu ile 
insa edilir. 

Uygun sekilde, ekspresyon yapisi bitki ya da 
secilen bitki parcasmdaki genin ekspresyonu icin 

25 gereken uygun duzenleyici dizilimler ile isler bicimde 
iliskili olarak, bulusun enzimini desifre eden bir geni 
kapsayan bir DNA yapisidxr. Ayrica ekspresyon yapisi, 
ekspresyon yapisimn entegre edildigi konak hucre- 
lerinin ve ara^tinlan bitki ye yapiiun sokulmasi icin 

30 gereken DNA dizilimlerinin teshisi icin secilebilir bir 
markoru kapsayabilir (sonuncusu kullanilan DNA sokulma 
yontemine baglidir) . 

Promotor ve terminator dizilimleri gibi -duzen- 
35 leyici dizilimlerinin ve istege bagli olarak, sinyal 
veya transit dizilimlerinin secimi ornegin; isbenen 
enzimin n« zaman, nerede ve nasil eksprese edilmesi 
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25 


temel almarak tayin edilir. Omek olarak; bulusun 
enzimini desifre eden genin ekspresyonu yapici ya da 
indukleyici olabilir ya da gelistirici olabilir, asama 
ya da dokuya ozel olabilir ve gen urunu, ozel olarak 
tohumlar veya yapraklar gibi bir bitki pargasini ya da 
dokuyu hedef alabilir. Duzenleyici dizilimler, ornegin 
Tague ve arkadaslari tarafandan Plant, Phys., 86, 506, 
1988 'de tarif edilmektedir . 


Yapici ekspresyon icin 35S-CaMV promotoru kullani- 

15 labilir (Franck ve arkadaslari, 1980, Cell 21: 285- 
294).Organa ozel promotdrler, ornegin tohumlar, patates 
yumrulari ve meyveler gibi saklama depo dokularindan 
bir promotor olabilir (Edwards & Coruzzi, 1990, Annu. 
Rev. Genet. 24: 275-303} ya da meristemler gibi 

20 metabolik depo dokularindan (Ito ve arkadaslari, 1994, 
Plant Mol. Biol. 24: 863-878) bir promotor olabilir, 
pirincten glutelin, prolamin, globulin veya albumin 
promotoru gibi tohuma ozel bir promotor (Wu ve 
arkadaslari, Plant and Cell Physiology Vol. 39, No. 8, 

25 s. 885-889 (1998)), legumin B4 ' ten bir Vicia faba 
promotoru ve Conrad U. ve arkadaslari tarafxndan 
Journal of Plant Physiology Vol. 152, No. 6, s. 708-711 
(1998) 'de tarif edilen Vicia faba' dan bilinmeyen tohum 
proteini geni, tohum yagi govde proteininden bir 

30 promotor (Chen ve arkadaslari, Plant and cell 
physiology vol 39, No. 9, s. 935-941 (1998), Brassica 
napus'tan saklama proteini napA promotoru ya da bu 
dalda bi linen herhangi bir diger ozel promotor 
olabilir; ornek olarak WO 91/14772 'de tarif edildigi 

35 gibi olabilir. Ayrica, promotor pirin<; ya da domatest-en 
rbcs promotoru gibi yapraga ozel bir promotor olabilir 
(Kyozuka ve arkadaslari, Plant Physiology Vol. 102, No. 
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5 3s. 991-1000 (1993), klorella virusu adenin 
metiltransferaz geni promotoru olabilir (Mitra, A. ve 
Higgins, DW f Plant Molecular Biology Vol. 26, No. 1 s. 
85-93 (1994), ya da pirincten aldP gen promotoru 
olabilir (Kagaya ve arkadaslari. Molecular and General 
10 Genetics Vol. 248, No. 6, s. 668-674 (1995), ya da 
patates pin2 promotoru gibi yara ile induklenebilir bir 
promotor olabilir (Xu ve arkadaslari, Plant Molecular 
fciology Vol. 22, No. 4, s. 573-588 (1993) • 

15 Promotor arttirici bir eleman, bitkideki en2imin 

daha yuksek ekspresyonuna ulasmak uzere kullamlabilir . 
Ornegin,. promotor arttirici eleman, enzimi desifre eden 
nukleotit dizilimi ve promotor arasina yerlestirilen 
bir intron olabilir. Ornek olarak, Xu ve arkadaslari - 

20 yukarida yer verilen literatur- ekspresyonu arttirmak 
uzere, pirinc aktin 1 geninin birinci intronunun 
kullanimmi aciklamaktadir . 

Secilebilir markor geni ve ekspresyon yapisinin 
25 diger parcalari, bu dalda mevcut bulunanlar arasmdan 
secilebilir. 

DNA yapisi, Agrohecterium aracili transf ormasyon, 
virus aracili transf ormasyon, mikro enjeksiyon, 

30 parcacik bombardimani , biyolistik transf ormasyon ve 
elektroporasyon da dahil olmak uzere (Gasser ve 
arkadaslari, Science, 244, 1293; Potrykus, Bio/Techn. 
8, 535, 1990; Shimamoto ve arkadaslari, Nature, 338, 
274, 1989), bu dalda bilinen geleneksel tekniklere -gore 

35 bitki genomu icine dahil edilir. 
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5 Gunumuzde, Agrobacterium tumefaciens aracili gen 

transf eri, transjenik dikotillerin meydana getirilmesi 
icin secilen yontemdir (genel degerlendirme icin 
Hooykas & Schilperoort , 1992 Plant Mol. Biol. 19: 15- 
38) , ancak bu bitkiler icin genellikle baska 

10 transf ormasyon yontemlerinin tercih edilmesine ragmen, 
monokotilleri transf orme etmek icin de kullamlabilir . 
Gunumuzde, transjenik monokotillerin meydana getiril- 
mesi icin secilen yontem, embriyonik kalluslar ya da 
gelisen embriyolann partikul bombardimanidir ( trans - 

15 forme eden DNA ile kapli mikroskobik alt in veya 
tungsten parcaciklan) (Christou, 1992. Plant J. 2: 
275-281; Shimamoto, 1994. Curr. Opin. Biotechnol. 5: 
158-162; Vasil ve arkadaslari, 1992. Bio/Technology 10: 
667-674) . Monokotillerin transf ormasyonu icin 

20 alternatif bir yontem, Omirulleh S. ve arkadaslari 
tarafmdan, Plant Molecular Biology Vol. 21, No. 3, s. 
415-428'de (1993) tarif edildigi gibi protoplast 
transf ormasyonunu temel alir. 

25 Transf ormasyonun ardmdan, ekspresyon yapilarinin 

dahil edilmis oldugu transforme ediciler (trans- 
formantlar) secilir ve bu dalda iyi bilinen yontemlere 
gore butun bitkiler icine rejenere edilir. 

30 MATERYAL VE YONTEM 

Plazmidler 

PJSO026 

35 Bu plazmid, WO 97/07205' te ve J.S. Okkels (1S96) 

w Bir pYES vektorunde bir "A URA3 -promo to runun eksil- 
tilmesi, Saccharomyces cerevisiae'deki fungal lipazm 


28 


5 ekpresyon duzeyini arttirmaktadir . Rekombinan DNA 
Biyoteknolojisi III: Biyolojik ve Muhendislik Bilim- 
lerinin Entegrasyonu, Annals of New York Academy of 
Sciences Vol. 782'de tarif edilen S. cerevisiae 
ekspresyon plazmididir. 

10 

, PFuku83 

Bu bar mayadir ve pJSO026'dan insa edilen bir TPI 
promotorunun kontrolu altinda H. insolens kutinazm 
ekspresyonu icin E. coli mekik vektorudiir. 

15 

Substrat 

BETEB 

Teref talik asit bis (2-hidroksietil) ester 

20 dibenzoat, burada BETEB (benzoil-etilen-teref talik- 
etelen-benzoat) olarak kx sal tilmi stir . Tereftalik asit 
bis (2-hidroksietil) ester ve benzoik asitten hazir- 
landi . 

25 Lipaz aktivitesi (IAS) 

Lipaz icin bir substrat, emulsifiyan olarak Arap 
zamki kullanilarak tributirinin (gliserin tributirat) 
emulsifiye edilmesi yolu ile hazirlamr. Tributirinin 
30 30°C'de pH 7'de hidrolizini, dengeli pH'da titrasyon 
deneyi takip eder. Bir unite lipaz aktivitesi (1 LU) , 
standart kosullarda 1 nmol butirik asit/dakika serbest- 
leyebilen enzim miktarina esittir. 

35 
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5 Ayirt edici tarama kalorimetresi (DSC) 

Numune ve referans cozeltileri , kalorimetreye 
numunelerin yuklenmesinden hemen once, dikkatli bir 
bicimde gazlanndan arindinlir (referans: enzimsiz 

10 tampon) . Numune ve referans cozeltileri (yaklasik 
olarak 0.5 ml), 5°C'de, 20 dakika sure ile termal 
■ olarak onceden ekilibre edilir. DSC taramasi, yaklasik 
olarak 90K/saat tarama hizinda, 5°C ila 95°C'de 
yapilir. Denaturasyon lsilari, yaklasik olarak +/- 1°C 

15 dogrulukta tayin edilir. MicroCal Inc. 'dan VP-DSC 
deneyler icin uygundur. 

Y.onteml er 

20 PCR Kosullan 

1. asama: 94°C, 120 saniye 

2. asama: 94°C, 60 saniye 

3. asama: 50°C, 60 saniye 

4. asama: 72°C, 150 saniye 

25 2. asamaya geri fon, 35 cevrim 

5. asama: 72°C, 480 saniye 

6. asama: 4°C, surekli 

QRNEKIfER 

30 

Ornek 1: Kutinaz varyantlarinin hazirlanmasi 

H. insolens kutinazi desifre eden bir DNA 
dizilimi, ABD 5. 827. 719 'da (Novo Nordisk) tarif 
35 edildigi gibi elde edildi ve buradaki SEQ ID No: l'de 
gosterilen DNA dizi limine sahip olduklari bulundu. 
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Varyantlar, lokalize tesadufi mutajene2 ve BETEB 
plaklari uzerinde 1 gun sure ile, 60°C'de inkubasyon 
ile pozitif klonlarin secilmesi yolu ile hazirlandi. 
BETEB plaklari, 200 ml/1 500 mM glisin tamponu (pH 
8.5), 1.25 g/1 BETEB (sicak etanol icinde cozunduruldu) 
ve 20 g/1 agar iceriyordu. 

Uc pozitif varyant izole edildi ve bunlann amino 
asit dizilimi tayin edildi. Ebeveyn H. insolens 
kutinaza kiyasla, asagidaki modif ikasyonlara sahip 
olduklari bulundu. 

A14P + E47K 

E47K 

E179Q 

Ornek 2: Bolgeye yonelik mutasyon 

E6Q + E47K+ R51P ikame islemlerine sahip olan H. 
insolens kutinazxn bir varyanti, asagidaki sekilde 
hazirlandi : 

Bir gift PCR primeri, amino asit ikame islemlerini 
yapacak sekilde, ortaya cikan yakindaki enzim 
bolgelerinin asagidaki sekilde (yildiz isareti yapilan 
mutasyonu gosterir) kullanimini saglayarak tasarlandi: 

Ust primer: ESQ F 

c 99 cag ctg gga gcc ate c*ag aac 
Pvu II 

Alt primer: E47K, R51P 

cgc cct gga tec aga tgt teg* gga tgt ggg act t*aa 

ggc 
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BamR I 


PCR, yukarida tarif edilen PCR kosullan altmda 
sablon olarak pFukuNL83 ve bu primerler kullanilarak 
yurutuldu. 

Elde edilen PCR pargasx Clontech Spihcolumn ile 
saflastxrxldx ve Pvu II ve BairiH I ile dijeste edildi 
(enzimle kesildi) . 


15 Sonugta meydana gelen par<?a jel ile saf last irildi 

ve aynx kxsxtlayxci enzim bolgeleri ile dijeste edilmis 
olan pFukuNL83'e baglandi . 

Ornek 3: Kiitinaz varyantlarimn lsiya karsx 
20 dayanxklxlxgx 

Varyantlar 

lsiya karsi dayaniklilik (termo stabilite) , H. 
25 insolens kutinaz ve bunun asagxdaki varyantlara igin, 
asagida tarif edildigi gibi test edildi : 

A14P+ E4 7K 
E47K 
30 E179Q 

E6Q+ E47K+ R51P 

A14P+ E47K+ E179Q 

E6Q+ A14P+ E47K+ R51P+ E179Q 

E6Q+ E10Q+ A14P+ E47K+ R51P+ E179Q 

35 
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5 Ayirt edici Tarama Kalorimetresi (DSC) 

Kutinaz varyantlarinin lsiya kar§i dayamkli- 
liklan, pH 4.5'te (50 mM asetat tamponu} ve pH 8.5'te 
(50 mM glisil ^glisin tamponu) DSC yolu ile arai?ti- 
10 nidi. Isi ile denaturasyon isisi, T dl , sabit program- 
lanmi§ isitma hxzmda enzim gozeltilerinin lsitilma- 
sindan sonra elde edilen termogram olarak (T kar^i Cp) , 
denaturasyon pikinin (major endotermik pik) en ust 
noktasi olarak alindi. 

15 

Ebeveyn kutinazm, pH 8.5'te 63°C'lik T d sahip 
oldugu bulundu. Yukaridaki varyantlarin altismm, 70- 
73°C'lik T d sahip olduklari; diger bir deyi^le, 7-10° 
duzelme oldugu bulundu. 

20 

Ebeveyn kutinazm pH 4.5'te 61°C'lik T d sahip 
oldugu bulundu. Yukaridaki varyantlarin be^inin, 64- 
66°C'lik T d sahip olduklari; diger bir deyi^le, 3-5° 
duzelme oldugu bulundu. 

25 

BETEB hidrolizi 

H. insolens kutinaz ve yukaridaki varyantlarinin 
lsiya kar§i dayanikliligi , yukseltilmi? lsilarda, BETEB 
30 hidrolizi yolu ile dlcpuldu. Her bir kutinaz iyin, 
a^agidaki kari^im, 55-70°C arali§xndaki ^:e§itli 
lsilarda, 17 saat sure ile inkube edildi : 


0.1 ml 0.5 M glisil- glisin tamponu (pH 8.5) 
35 0.1 ml etanol i^inde gozundurulmu? % 0.5 BETEB 

0.1 ml enzim <?ozeltisi (yakla$ik 25 LU/ml 
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0.7 ml Milli Q su 


Hidrolizin derecesi, inkubasyondan sonra 61<?uldu. 
Sonuelar, asa§idaki tabloda gosterilmektedir. 



Vaiyant 

Varyant 

Ebeveyn 


27 LU/ml 

25 LU/ml 

24 LU/ml 

55°C 

%98 

% 99 

%72 

60°C 

%91 

%83 

%33 

65°C 

%66 

% 13 

%7 


Bu sonu<?lar, varyantlarin xsxya karsx dayanxk- 
hligimn ebeveyn kutinaza kxyasla arttxgxnx acxk<?a 
gostermektedir . 

BETEB hidrolizi 

H. insolens kutinaz ve yukaridaki varyantlarin 
ucunun xsxya karsx dayaniklxlxgx , 2 saat sure xle, 
60°C'de BETEB hidrolizi yolu ile olculdu. Hidroliz, 
xsxnxn 60°C'ye sabitlenmesi ve kutinaz dozunun 
degistirilmesi dxsxnda yukarxdaki kosullarda yurutuldu. 
Sonuglar asagxdaki tabloda gosterilmektedir. 


LU/ml 

Varyant 

Varyant 

Varyant 

Ebeveyn 

0 

%0 

%0 

%0 

%0 

10 

%97 

%99 

%9 

%6 

20 

%98 

%99 

%74 


50 

%98 

%94 

%93 

%15 

100 

% 88 

%69 

%92 

%34 

300 




%41 

600 




%63 

1200 




%82 
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5 Bu sonuglar, 60°C'de hidrolizin, varyantlarla 

ebeveyn kutinazdan 90k daha hizli oldugunu gostermek- 
tedir . 

Ornek 4: c3ET Hidrolizi 

10 

H. insolens kutinaz ve yukaridaki varyantlarin 
besinin isiya karsi dayanikliligi , yukseltilmis isi- 
larda, c3ET'nin hidrolizinde olguldu. Her bir kutinaz 
igin, asaQidaki karisim, cesitli isilarda 2 saat sure 
15 ile inkube edildi. 

0.115 mg c3ET (0.1 ml HFIP iginde cozundurulmus 2 
mM c3ET, reaksiyon kabina almdi. Qozucu basing altinda 
uzaklastirildi, daha sonra gece boyunca 70°C'de kuru- 
20 tuldu . ) 

0.1 ml 0.5 M glisil- glisin tamponu (pH 8.5) 
0.1 ml enzim cozeltisi (yaklasik 600 LU/ml) 
0.8 ml Mill! Q su 

25 

inkubasyondan sonra, 2 ml 1 , 1 , 1 , 3 , 3 , 3-Hekzaf loro- 
2- propanol (HFIP) , her bir reaksiyon karisimma ilave 
edildi, daha sonra hidroliz orani HPLC yolu ile 
olguldu. §ekil 3'te gosterilen sonuglar, varyantlarin, 
30 ebeveyn kutinaza kiyasla isiya karsi artmis 
dayamkliliga sahip oldugunu agikga gostermektedir . 

Ornek St Iplik iizerinde c3ET Hidrolizi 

35 H. insolens kutinaz ve yukaridaki varyantlarin 

besinin isiya karsi dayanikliligi , yan urun olarak c3ET 
ig«ren polyester iplik kullanilarak t^est edildi. 

L 
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5 Asagidaki substrat karisimi, 60°C ya da 65°C'de onceden 
inkube edildi : 

0.1 g polyester iplik 

0.2 ml 0.5 M glisil- glisin tamponu (pH 8.5) 
10 1.7 ml Milli Q su 

On inkubasyondan sonra, 0.1 ml enzim <?6zeltisi 
(yaklasik olarak 1000 LU/ml) , her bir reaksiyon kabma 
Have edildi ve 17 saat sure ile inkube edildi. Daha 
15 sonra 2 ml HFIP ilave edildi ve 30 dakika sure ile 
ekstre olmaya ve polyester ipligin yuzeyinde bulunan 
c3ET hidrolize etmeye birakildi; daha sonra hidroliz 
oram olcpuldu. Sonu<?lar §ekil 4'te gosterilmektedir. 

20 Varyantlarm, polyester iplik uzerinde c3ET'nin 

hidrolize edilmesi igin ebeveyn kutinazdan daha etkin 
oldugu gorulmektedir. Bir varyant, 65°C'de 60°C'dekin- 
den daha yuksek hidroliz orani vermektedir. 

25 Ornek 6: Ipligin kutinaz varyanti ile muamelesi 

Farkli lsilarda veya dozajlarda, polyester 
ipligin c3ET hidrolizinin sureleri incelendi . Farkli 
lsilardaki sure, §ekil 5'te gosterilmektedir. Optimum 

30 isimn 65°C'de oldugu gorulmektedir. 70°C'de, aktivi- 
tenin hala yaklasik yansi kalmistir. Artmis enzim 
dozaji ile sure, §ekil 6 'da gosterilmektedir. 275 ve 
550 LU/ml 'deki egriler ayni gibi gorunmekte olup, bu 
hidroliz oranmin 100 ila 275 LU/ml dozaj arasinda bir 

35 duzeye ulastxgmi gostermektedir . 200 LU/ml 'nin yeterli 
oldugu varsayilmaktadir . 
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5 Ornek 7: Polyesterin reaktif boya ile boyanmasx 

A^agxdaki polyester kuma^lar muamele edildi: 

Dokuma kuma§; yakla^xk 2x2 cm, 34 mg 

Triko -6rgu- kuma§; yakla^ik 1.5 x 1.5 cm, 50 mg 

10 

Her bir kumag parcasx, 0.9 ml 50 mM GlyGly 
(glisil- glisin) tamponu (pH 8.5) ve H. insolens 
kutinaz (1100 LU/ml) varyantinin 0.1 ml gdzeltisi icine 
batxrxldx ve 65°C ya da 70°C'de inkube edildi. Bir gun 
15 sonra, 0.1 ml diger bir enzim cozeltisi ilave edildi, 
inkubasyona iki gun daha devam edildi, kuma^lar di?ari 
cxkarxldx ve su icinde calkalandi . Ebeveyn kutinaz ile 
bir mukayese deneyi yapxldi ve enzimsiz olacak §ekilde, 
aynx yolla bir bo§ deneme yapxldx. 

20 

Kuma?lar, 3 litre deiyonize su icinde, 60°C'de 30 
dakika sure ile, 9 g 120 g Na 2 S0 4 ve 60 g Na 2 C0 3 
kari?imi icinde karx^txrxldx ve daha sonra, akan xlxk 
su ile calkalandx. Reaktif boya Kromof or-NHPh- 
25 S0 2 CH 2 CH20S0 3 Na yapxsina sahip olan Celmazol Brilliant 
Blue B -Celmazol Parlak Mavi B- (Mitsui Chemical Co., 
Japonya'nxn urunudur) idi. 

Dort deneyin hepsinde (dokuma ve triko, 65° ve 
30 70°C) kuma^lar homo j en bir bicpimde boyandxlar. 

Ornek 8: Triko kuma^tan polyester parcalarxnxn 
9ozunur hale getirilmesi 

35 Triko polyester kumas?tan (PET, etilenglikol ve 

tereftalik asidin bir polimeri) lxl cm' lik bir 
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numune, 1 saat sure ile, 1 ml tampon iginde, pH 10'da, 
60°C'de 0.01 mg H. insolens kutinaz varyanti ile inkube 
edildi. Reaksiyon karx^imx ayrxldx ve tereftalik asidin 
serbestlenmesi, 250 nm'de OD olgulmesi <OD 2 so/mg PET 
olarak ifade edilir) yolu ile bulundu. Enzimsiz olarak 
ya da ebeveyn kutinaz ile mukayese testleri yapxldx. 
Sonuglar : 

r 



Enzim 

OD250 

Bulu§ 

Kutinaz varyanti 

4.5 

Referans 

Ebeveyn kutinaz 

0.3 

Yok 

0.1 


Sonuglar, varyantin polyesteri gozundurmede etkili 
oldugunu gostermektedir . 


Diger bir deneyde, kutinaz varyanti 2 saat sure 
ile, 65°C'de, iyonik olmayan bir surfaktan (alkol 
etoksilat, urun ismi Softanol 50) ilavesi ile ya da bu 
ilave yapxlmaksxzm, 0.5 ila 200 LU/ml gegitli 
miktarlarda varyant kullanxlarak test edildi. Sonu<?lar, 
iyonik olmayan bir surfaktan varlxgxnda, daha fazla 
gozunurluk gosterdi. 

Ornek 9: Polikaprolakton ve polyester filmin hidrolizi 

Yakla§ik olarak 0.1 g polikaprolakton veya 
polyester film tupler i(?ine kondu. H. insolens kutinaz 
(450 LU) ile veya bu olmaksxzin 5 ml 50 mM GlyGly 
tamponu (pH 8.5) igine batxrxldx. 70°C'de 5 saat sure 
ile inkube edildi. Reaksiyondan sonra, hem poli- 
kaprolakton hem de polyester film ile, enzimli tuplerin 
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5 yuzeyinde ince bir hidrolizat tabakasi gdzledik. Diger 
yandan, enzimsiz kontrollerde hicJoir degi^iklik 
gozlenmedi. Polikaprolaktonda ise, %10 agxrlxk kaybx 
vardi. Polyesterin agirlxgxnda degi§iklik gormedik. 

10 Ornek 10: cPET hidrolizi 

? Kutinaz varyantinin performansx, ebeveyn enzim (H. 
insolens kutinaz) ile mukayese edildi. Deneyler a§agi- 
daki $ekilde yapxldx: 

15 

Oligomer iplikli bir PET kuma?tan (yakla^xk 4 cm x 
13 cm) ornek kuma§ parcasx (siyah) , mini tergitometre 
aleti olarak adlandxrxlan cihaz icinde, goreceli olarak 
du^uk galkalamada enzim ile muameleye tabi tutuldu. PET 
20 kuma?, ekseni etrafmda donen silindirik, delikli bir 
ayak (capx yakla^xk 2 cm, yuksekligi yakla^xk 6 cm) 
uzerine, PET kuma^xn oligomer lekeli tarafx silindirin 
dx^xna bakacak §ekilde monte edilir. 

25 Kuma?, incelenen xsida (burada 65°C) , muamele 

cozeltisinin 100 ml'sini iceren 150 ml'lik cam beher 
icine daldxrxlxr. Ara^txrxlan i$lem suresinin (burada 
90 dakika) ardxndan # PET kuma§ ornegi bahyodan 
cxkarxlxr ve deiyonize su icinde calkalanxr ve acxk 

30 havada kurutulur. 

i§lemeden sonra, kuma^lar oligomer lekesi olan 
taraflarxna gore gorsel olarak sxralanxr (oligomer 
lekelerinin gxkmasxna gore) . Sxralama a§agxdaki 
35 §ekildedir: 
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5 -2: Numune bo? numuneden (enzimsiz) belirgin bir 

bigimde daha kotudur 

- 1 : Numune bog numuneden ( en z ims i z ) haf i f <?e daha 
kotudur 

0: Numune bo? numuneden ayirt edilemez 
10 1: Numune bo? numuneye gore hafifge daha iyidir 

2: Numune bo? numuneye gore belirgin bir bi<?imde 
daha iyidir. 

Ayni zamanda, numune kuma? par<?alari renk 
15 kuwetini (600 nm'deki K/S degeri) kantifiye etmek igin 
spektrofotometrik olarak da okunur (cihaz: Hunterlab 
Ref lektometresi) . 

A?agidaki tablo, benzer ko?ullar altxnda 
20 enzimlerin perf ormansmi mukayese eden bir deney i<?in 
test ko?ullarim ozetlemektedir - 


25 


Isx 

Tampon/pH 
10.3 

Muamele suresi (dakika) 
Enzim dozaji (LU/g) 


:65°C 

:50 mM glisin tamponu, pH 

: 90 

: 30000 


30 


Deney sonu^lara, a?a§ida ozetlenmektedir . 


Enzim 

Gorsel siralama (ortalama) 

K/S Fark @ 600 nm 

Yok 

0 (lanimlanmi?) 

2.33 

Ebeveyn kiitinaz 

0 

2.38 

Kulinaz varyant 

1.5-2.0 

2.89 
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Bu deney dizisinden, arastinlan test ko^ullarinda 
kutinaz varyantx PBT kumastan oligomer lekelerinde 
onemli bir temizleme temin ederken, ebeveyn enzimin 
sadece cok smxrh etki temin ettigi ya da hie etki 
saglamadigi (muhtemelen enzimin aktivitesini surdurmesi 
icin lsanm cok yuksek olmasi nedeniyle) gorunmektedir . 

Ornek 11: cPET hidrolizi 

H. insolens kutinazm varyantinm pH ve isisi, 
model disperse boyama deneyinde test edildi . Deneyler 
asagidaki sekilde yapildilar: 

Oligomer ile lekelenmi^ bir PET numune kumas 
parcasi (siyah) , Werner Mathis Labomat icinde tipik 
disperse boyama siralamasi ko^ullanna tabi tutulur. 
islemin genel olarak gozden gecirilmesinden sonra, 
numune kumas parcasi tampon cozeltisine ilave edilir, 
130°C'ye isitilir, i^leme lsisma sogutulur. Enzim ya 
da tampon ilave edilir ve daha sonra, 30 dakika sure 
ile istenen asida tutulur. Qozelti oda sicakligina 
kadar sogutulur ve yikama cozeltisi igindeki bulaniklik 
olculur. Bulanikliktaki azalma, hidrolize olan cPET 
oligomerlerine karsilik gelen kutinaz aktivitesinin 
dogrudan oleumudur. 

Deneyin aynntili tarifi: 

Siyah renkli PET numune kumas parcasi (yakla^ik 
olarak 4 cm x 13 cm), 0.2 g/1 Lutensol AT11 (BASF) 
iceren 14 0 ml 100 mM Brit ton- Robin son tamponuna ilave 
edilir ve Labomat (dakikada 32 donus) icine yuklenir. 
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5 Labomat, 9°C/dakikalik gradyanda, 130°C'de xsxti- 

lir ve 10 dakika sure ile tutulur. 

Beherler, 9°C/dakikalxk gradyanda gali^ma isisina 
(a?agxdaki tabloya gore) sogutulur ve 1 dakika sure ile 
10 tutulur. 

* 10 mL enzim cpozeltisi (varyanttan 100 LU/ml) ya da 
uygun pH'daki tampon cozeltisi (0 LU/ml) beherlere 
enjekte edilir. 

15 

Labomat, 2°C/dakikalxk gradyanda kullanxlan xsxya 
yeniden xsxtilxr ve 30 dakika sure ile tutulur. 

Kuma§ numunesi parcalari gikartxlxr ve yxkama 
20 sivisi oda sicaklxgxna kadar sogutulur. 

Yikama sivalarimn bulanxklxgx olgulur. 

Degerlendirme : Bulaniklxk Hach 18900 Oranli 
25 Turbidimetresi icinde (1.8, 18 ve 180 NTU Bulanxklik - 
turbidite- Standard! ile standardize edilmi^tir) 
olculur. Enzim performansx, bo$ sxvxnin (enzimsiz 
sxvxnxn) bulanxklxgx ve enzimle muamele edilmi? sxvinxn 
bulanxklxgx arasxndaki fark olarak, bo? sxvxya gore 
30 hesaplanxr. 

Kutinaz varyantxnxn goreceli performansx {bula- 
nxklxkta azalma) hesaplanxr ve sonuglar, a^agxdaki 
tabloda gosterilmektedir . Negatif bir sayx elde 
35 edildigi zaman, sonuq: "negatif" olarak verilir. Negatif 
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5 bir sayi, duzenlemenin bir varyasyonunun neden oldugu 
suni bir olusum olarak varsayxlxr. 


Isi 

pH7 

pH8 

pH9 

pH 10 

60°C 

39 

57 

37 

14 

65°C 

39 

16 

60 

30 

70°C 

25 

12 

54 

33 

75°C 

22 

50 

114 

58 

85°C 

Negatif 

Negatif 

15 

Negatif 


Sonuglar, kutinaz varyantinm optimum oligomer 
10 uzaklastxrmasxnxn pH 9 ve 75°C civarinda oldugu, genis 
bir pH ve xsx araligmda aktif oldugunu gostermektedir . 
Inaktivasyon 85°C'de veya daha yuksek lsxlarda meydana 
gelir gibi gorunmektedir . 

15 Ornek 12 : cPET hidrolizi 

Muamele suresinin etkisi, H. insolens kutinazxnxn 
varyantx igin bir model disperse boyama deneyinde 
arastxrxlmxstxr . Arastxrmalar asagxdaki sekilde gergek- 
20 lestirilmistir : 

Oligomer ile lekelenmis bir PET numune kumas 
pargasx (siyah) , Werner Mathis Labomat icinde tipik 
disperse boyama sxralamasx kosullarxna tabi tutulur. 

25 islemin genel olarak gozden gecirilmesinden sonra, 
numune kumas pargasx 130°C'ye xsxtxlan tampon gozel- 
tisine ilave edilir, isleme xsxsxna geri sogutulur. 
Enzim ya da tampon (100 rnM Brit ton -Robinson pH 9) ilave 
edilir ve daha sonra, 0-40 dakika sure ile 75°C'de 

30 tutulur. Qozelti oda sxcakligxna kadar sogutulur ve 
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5 yikama cozeltisi icindeki bulaniklik olculur. Bulanik- 
liktaki azalma, hidrolize olan cPET oligomerlerine 
kar^ilik gelen kutinaz aktivitesinin dogrudan olcu- 
mudur . 

Deneyin ayrmtili tarif i : 

0 

Siyah renkli PET numune kumas parcasi (yakla^ik 
olarak 4 cm x 13 cm), 0.2 g/1 Lutensol AT11 (BASF) 
iceren 14 0 ml 100 mM Britton-Robinson tamponuna ilave 
edilir ve Labomat (dakikada 32 domis) icine yuklenir. 

5 

Labomat, 9°C/dakikalik gradyanda, 130°C'de isiti- 
lir ve isi 10 dakika sure ile bu sekilde tutulur. 

Beherler, 9°C/dakikalik gradyanda 75°C'ye sogutu- 
20 lur ve 1 dakika sure ile bu §ekilde tutulur. 

10 mL enzim cozeltisi (varyanttan 100 LU/ml) ya da 
pH 9.0 100 mM Britton-Robinson tamponu (0 LU/ml) 
beherlere enjekte edilir. 

25 

Labomat, 2°C/dakikalik gradyanda kullanilan isiya 
yeniden 75°C'ye lsitilir ve uygun olacak kadar sure ile 
(0-40 dakika, asagidaki tabloya bakmiz) tutulur. 

30 Kumas numunesi parcalarx cikartilir ve yikama 

sivisi oda sicakligina kadar sogutulur. 

Yikama sivilarimn bulanikligi olculur. 

35 Degerlendirme: Bulaniklik Hach 18900 Oranli 

Turbidimetresi icinde (1.8, 18 ve 180 NTU Bulaniklik - 
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5 turbidite- Standardi ile standardize edilmi^tir) olcu- 
lur. Enzim perf ormansi , sifxr zamanina egit olan 
zatnanda, bo§ sxvxya gore hesaplanir: Sxfxr zamanxndaki 
bo$ sivinm (enzimsiz sivxnin) bulanxklxgx eksi enzimle 
muamele edilmi§ sivinm bulanxkligi (ara^tirxlan 

10 surede) » 

, Kutinaz varyantxnxn goreceli performansx (bulanik- 

likta azalma) hesaplandx ve sonuclar asagidaki tabloda 
gosterilmektedir . 

15 


Siire (dakika) 

Goreceli performans 
(Bulaniklikta azalma) 

0 

0 

5 

42 

10 

48 

15 

62 

20 

69 

25 

85 

30 

72 

40 

78 


Sonuclar, enzimin etkilerinin zamanla arttxgxni 
gostermektedir . Mevcut enzim dozunda ve oligomer 
konsantrasyonunda, yukarxdakileri yakla^ik olarak 20 
20 dakika yukseltmek gerekir gibi gorunmektedir . 

6m ek 13 : Lif modif ikasyonu 

Disperse boyamalx polyester bir kumasin lslanma 
25 ozellikleri uzerindeki etkileri, boyamadan once H. 
insolens kutinazxnxn bir varyanti ile kumasin muamele 
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5 edilmesi yolu ile aragtinldi. Deney, bu nedenle iki 
fazdan meydana gelmektedir; aktuel lif modif ikasyonu ve 
disperse boyama prosedurii. 

Paz 1- Lif Modif ikasyonu 

10 

Cihaz: Atlas Launder- 0- met re LP2 

Kuma§: Test kuma^larindan %100 kazinmi§ polyester 

orgu 

pH: 50 mM potasyum fosfat tamponu, pH 7 
15 A§indiricilar: 5 buyuk gelik top 

Beher hacmi : 120 mL 

Muamele: 65°C'de 2 saat, daha sonra 90°C'ye kadar 
yukseltilir ve 1 saat sure ile burada tutulur. 

Numune kuma? pargasa Hazirlanmasx : 3* 1.5 g numune 
20 kuma^ pargasi kesiniz, her bir beher icin 3 = 4.5 g 

Calkalama : 

Deiyonize su iginde galkalayimz . 
25 Faz 2 - Boyama - disperse boyama: 

Boya gozeltisi : 

Deiyonize su ile birlikte, 1:20 - %0.4 Dianix 
Kirtnizisi /DyStar) SE-CB (owf) oraninda bir sivi yapmak 
30 uzere ilave ediniz. 

pH 4.5-5 arasinda 

Boyama Proseduru : 

35 1. Lif modif ikasyonundan her bir i§lem igin bir 

numune kuma§ parcasi boyama icin kullanilir 
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(sivi orani hesaplanmasi igin 1 . 5 g/kumas 
pargasi numunesi kullamlir) . 

2 . Yukandaki regeteye gore boya banyosunu 
hazirlayiniz. Soguk boya gozeltisini, Labomat 
beherlerine ilave ediniz ve 3 . 5°C/ dakika 
gradyanda, 55°C'ye lsitimz. Isiya bir kez 
ulasildigmda, 5 dakika sure ile galisimz. 

3. Kumasi behere ilave ediniz. 

4. Isiyi 1.5°C/ dakika gradyanda, 130°C'ye yuk- 
seltiniz. 30 dakika sure ile boyama yapinaz. 

5. 5°C/dakika gradyanda, 70°C'ye sogutunuz. 
Banyoya birakimz, ancak toplayimz ve kumasi 
10 dakika sure ile sicak olarak (60°C) ^alka- 
layiniz . Sicak calkalamayi, oda sicakligmda 
asin akis calkalamasi ile butun akma durana 
kadar takip ediniz. 

6. Gece boyunca, acik havada kurumaya birakimz. 


Testler/Analizler : 

AATCC Test Yontemi 61 
hasligi 

Boya banyosu atxk yuzdesi 
K/S ve L* - Reflektometre 
AATCC TM-79 Damlama Testi 


Yikamaya karsi renk 
- Spektrofotometre 


Sonuclar : 

Lif modif ikasyonundan sonuclar, asagidaki tabloda 
gosterilmektedir . 
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i 
i 
i, 


Varyant dozaji 

Lekeleme (AATCC 

Renk Degi§imi (K/S 

Damlama Testi 


TM-61) 

@ 530, TM-61 oncesi 

(AATCC TM-79) 



veya sonrast) 


B05 

4.5 

5 

53 saniye 

50 LU/mL 

4.5 

5 

1 8 saniye 

lOOLU/mL 

4.5 

5 

15 saniye 


5 

Sonuclar, polyesterin varyant ile muamelesinin 
xislanmayx onemli bir sekilde arttirdigmi gostermek- 
tedir. Mevcut duzenlemede disperse boya ile, boyana- 
bilirlik uzerinde hicbir ters etki fark edilmedi. 

10 

Ornek 14; insan teri/yagx ile kirlenen. kumaslarda, 
camasxrda kutinaz varyantxnxn kullanxlmasx yolu ile 
kotu kokuzrun a z almas x 

15 Kutinazm, kotu kokunun azalmasina iliskin 

performansi , bir Terg-O- tome t res inde gerceklestirilen 
bir cevrim yikamada test edilebilir. 


Deneysel Kosullar: 

20 

Yikama sivisi : her bir beher igin 1000 ml 


Numune kumas pargalari: %100 polyester (interlok 
orgulu, daha once Soxhlet ekstraksiyonu ile 
25 temizlenmis) . Her bir beher icin 24 numune kumas 
parcasi (3.3 x 3.5 cm). 

Kir: Kol altlarxnxn egzersiz yapilmasindan sonra 
silinmesi ile tatbik edilen erkeklerin koltuk altx ter 
30 ve yagi. 
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5 Deterjan: 5 g/L standart renkliler igin deterjan. 

pH ayarlamasa yok. 

Su sertligi: 3.2 mM Ca 2 */Mg 2+ (5:1 oraninda) 

10 Yikama Isisi: 30°C 

Yxkama Suresi: 30 dakika 

Qalkalama: Musluktan akan su altinda 15 dakika 
15 sure ile. 

Degerlendirme : 

Yikamadan sonra, islak numune kumas par^alan, 
20 kapali, boyali 200 ml'lik cam kaplar i^ine yerles- 
tirilir. Egitimli algilama grubu (9-11 karar) , islak 
numuneleri koklayarak kokuyu degerlendirirler ve toplam 
koku yo§unlugunu degerlendirirler. Koku yogunlugu, her 
bir ugrta sozcuk baglantilari ile (skalanan baslan- 
25 gicmda *hi^bir sey^ ve sonunda ^^ok kuwetli") 15 cm 
boyunda, gizgili ska la uzerine bir isaret konarak not 
edilir. Butun degerlendirmeler iki kere yapilir, Numune 
kumas pargalan yikamadan sonraki 1, 2 ve 3. gunde 
degerlendirilir (numune kumas par^alari, her zaman cam 
30 kaplar i<?inde saklamr) . 
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5 ISTEMLER 

1. Varyantxn 

a) i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 17 A icinde 
(kristal yapxdaki amino asit bakiyelerinden 

10 hesaplandxgx uzere) ve/veya 

ii) N ucu amino asidinden 20 pozisyon icinde yer 
aldxgx bir pozisyonda yer alan bir ya da daha 
t fazla amino asit bakiyesinin ikame edilmesini, ve 

b) xsxya karsi ebeveyn kutinazdan daha fazla 
15 dayanxklx olmasxnx 

kapsadxgx, ebeveyn fungal kutinazxn bir varyantx. 

2. i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 12 A icinde 
{kristal yapxdaki amino asit bakiyelerinden hesaplan- 

20 dxgx uzere) ve/veya 

ii) N ucu amino asidinden 15 pozisyon icinde 

yer alan bir pozisyondaki bir ya da daha fazla amino 
asit bakiyesinin ikame edilmesini kapsayan, onceki 
25 istemin varyantx, 

3-. Ebeveyn kutinazxn kamcxlx bir mantara dzgu oldugu, 
tercihen Humicola veya Fusarium' un bir susu oldugu, 
tercihen H. insolens ya da F. solani pisi oldugu, en 
30 cok tercih edildigi uzere H. insolens DSM 1800 susu 
oldugu, onceki istemlerden birinin varyantx. 

4* Ebeveyn kutinazxn, H* insolens DSM 1800 susuna 
sxralanabildigi bir amino asit dizi limine sahip olan, 
35 onceki istemlerden herhangi birinin varyantx. 


YEN/DEN D0* ENtENEN 
SAYFA 
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5. Ebeveyn kutinazm, insolens DSM 1800 susunun 
kutinazma en az %50 homolog olan, tercihen en az % 70 
homolog olan, daha fazla tercih edildigi uzere en az % 
80 homolog olan bir amino asit dizi limine sahip oldugu, 
onceki istemlerden herhangi birinin varyanti. 

6. Qozucunun erisebilir bir yuzeye sahip olan bir ya da 
daha fazla amino asidin ikame edilmesini kapsayan, 
onceki istemlerden herhangi birinin varyanti. 

7. Bir veya daha fazla ikame isleminin, negatif yuklu 
amino asidin notr veya pozitif yuklu amino asit ile 
ikame edilmesi oldugu y a da notr amino asidin pozitif 
yuklu bir amino asit ile ikame edilmesi oldugu, onceki 
istemlerden herhangi birinin varyanti . 

8. Bir ya da daha fazla ikame isleminin Humicola 
insolens DSM 1800 susunun kutinazmdaki E6, E10, E30, 
E47, D63, E82 ve/veya E179 pozisyonlarma karsilik 
gelen bir pozisyonda, tercihen R/K/Y/H/Q/N ile ikame 
isleminin oldugu, daha fazla tercih edildigi uzere 
E6N/Q, E10N/Q, E4 7K/R ve/ veya E179N/Q'ya karsilik 
gelen bir ikame isleminin oldugu (H. insolens kutinaz 
numaralandinlmasi) , onceki istemin varyanti . 

9. Bir veya daha fazla ikame isleminin, bir Pro 
bakiyesi ile ikame edildigi, tercihen A14 ve/veya R51 
pozisyonuna karsilik gelen bir pozisyonda ikame 
edildigi, onceki istemlerden herhangi birinin varyanti. 

10- Sozu edilen ikame islemlerinin bir, iki, uc, dort , 
bes veya altisina sahip olan, onceki istemlerden 
herhangi birinin varyanti. vr^.i 

YSNlDENDOZENieNeN 
SAYFA 
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11. Humicola insolens DSM 1800 susunun kutinazmda 
asagidakilerden birine karsilik gelen ikame islemleririe 
sahip olan, onceki istemlerden herhangi birinin 
vary ant x. 

10 a) R51P 

b) E6N/Q+ L138I 
t c) A14P+E47K 

d) E47K 

e) EI79N/Q 

15 f) E6N/Q+ E47K+ R51P 

g) A14P+ E47K+ E179N/Q 

h) E47K+ E179N/Q 

i) E47K+ D63N 

j) E6N/Q+ A14P+ E47K+ R51P+ E179N/Q 
20 k) E6N/0+ E10N/Q+ A14P+ E4 7K+ R51P+ E179N/Q veya 
1) Q1P+ L2V+ S11C+ N15T+ F24Y+ I>461+ E47K 

12. Tereftalik asit esterlere karsi, ozellikle de 
halkali tri (etilen tereftalat) ve/veya Tereftalik asit 

25 bis (2-hidroksietil) ester dibenzoata (BETEB) karsi 
hidrolitik aktiviteye sahip olan, onceki herhangi bir 
i steme gore vary ant. 

13, Tercihen pH 8.5'te olculen, ebeveyn kutinazdan en 
30 az 5°C daha yuksek olan denaturasyon lsisma sahip 

olan, onceki herhangi bir isteme gore varyant . 

14, Onceki herhangi bir istemin varyantini desifre eden 
bir DNA dizilimi. 


35 


15. Onceki istemin DNA dizilimini kapsayan bir vektor. 


YgNl'PEN dOzenlenen 
SAYFA 


NZAS-0236822 


52 


16. Istem 14 'un DNA dizilimini ya da istem 15 'in 
vektorunu barmdiran, t rans forma syona ugranus bir konak 
hucre - 

17. a) Istem 16'nm hucresinin, varyanti eksprese 
10 edecek ve tercihen salgilamayacak sekilde kultive 

edilmesini, ve 

b) varyantm geri kazamlmasini 
kapsayan, istemler 1-13 'un herhangi birinin varyantim 
meydana getirmek icin bir yontem. 

15 

18. Yontemin, 

a) ebeveyn fungal kutinazin secilmesini, 

b) i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 17 A 
icinde {kristal yapidaki amino asit bakiyelerinden 

20 hesaplandigi uzere) ve/veya 

ii) N ucu amino asidinden 20 pozisyon icinde 
yer alan bir pozisyonlardaki ebeveyn kiitinazdaki bir ya 
da daha fazla amino asit bakiyesinin teshis edilmesini, 
ve 

25 c) her biri amino asit bakiyesinin veriest irilme, 

eksiltilme veya ikame edilme olan alterasyonlann 
(degistirmelerin) yapilmasini , 

d) istege bagli olarak, b) disinda bir ya da daha 
fazla pozisyonda bir amino asit bakiyesinin yerles- 

30 tirilmesi, eksiltilmesi ya da ikame edilmesi olan 
alterasyonlann yapilmasini, 

e) b-d asaraalarimn sonucu olan varyantm 
hazirlanmasini , 

f) varyantm lsiya karsi dayanikliliginm test 
35 edilmesini, 

g) istege bagli olarak b-f asamalarmin tekrar 
edilmesini ve 

YENiOEN D02ENLENEN 
SAYFA 
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h) lsiya karsi dayamkliligi ebeveyn kutinazdan 
daha yuksek oldugu bir varyantm secilmesini 
kapsadigi, bir kutinaz varyantinin insa edilmesi icin 
bir yontem. 


10 19. Yontemin, 

a) ebeveyn fungal kutinazin secilmesini , 
, b) i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 17 A 
icinde (kristal yapidaki amino asit bakiyelerinden 
hesaplandigi uzere) ve/veya 

15 ii) N ucu amino asidinden 20 pozisyon icinde 

yer alan bir pozisyonlardaki ebeveyn kutinazdaki bir ya 
da daha fazla amino asit bakiyesinin teshis edilmesini, 
ve 

c) her biri amino asit bakiyesinin yerlestirilme, 
20 eksiltilme veya ikame edilme olan alterasyonlarin 

(degist irmelerin) yapilmasmi , 

d) istege bagli olarak, b) dismda bir ya da daha 
fazla pozisyonda bir amino asit bakiyesinin 
yerlestirilmesi , eksiltilmesi ya da ikame edilmesi olan 

25 alterasyonlarin yapilmasmi, 

e) b-d asamalarimn sonucu olan varyantm 
hazirlanmasmi , 

f) varyantm lsiya karsi dayanikliligirim test 
edilmesini , 

30 g) istege bagli olarak b-f asamalarimn tekrar 

edilmesini ve 

h) isiya karsi dayamkliligi ebeveyn kutinazdan 
daha yuksek oldugu bir varyantm secilmesini, ve 

i) kutinaz varyantinin elde edilmesi icin, 
35 varyantm meydana getirilmesini 

kapsadigi, bir kutinaz varyantinin meydana getirilmesi 
iCin bir yontem. YENIDcN DGZENLENEN 

SAYFA 
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10 


20. islemin, halkali oligomerin istemler 1-13'un 
herhangi birinin fungal kutinaz varyanti ile muamele 
edilmesini kapsadigi, poli(etilen teref talat) ' in 
halkali bir oligomerinin enzimatik hidrolizi icin bir 
islem. 

21. Halkali oligomerin, halkali tri (etilen teref talat) 
bldugu, onceki istemin islemi. 


22. islemin 60-80°C'de, tercihen 65-75°C'de yapildigi, 
15 Istem 20 ya da 21 'in islemi. 

23. Halkali oligomerin, kumas ya da iplik iceren 
polyester lifleri uzerinde ve icinde mevcut oldugu, 
istemler 20-22' nin herhangi birinin islemi. 

20 

24. Ayrica kumas ya da ipligin takiben galkalanmasini, 
tercihen yakla^ik pH 7 ila yaklasik pH 11 araligmdaki 
bir pH'ya sahip olan sulu bir cdzelti ile galka- 
lanmasini kapsayan, istemler 20-23 'un herhangi birinin 

25 islemi. 

25. a) istemler 1-13 'un herhangi birinin fungal kutinaz 
varyanti ile kumas ya da ipligin muamele edilmesini; ve 

b) muamele edilen kumasm, reaktif boya ya da 
30 disperse boya ile boyanmasini 

kapsayan, polyester kumas ya da ipligin boyanmasi icin 
bir islem. 

26. Yuzey aktif bir madde ve istemler 1-13'un herhangi 
35 birinin varyantini kapsayan bir deterjan bilesimi. 
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27. a) iplik ya da kuma^m, 3stem3er 3-13'un herhangi 
birinin varyanta ile muamele edilmesini, ve 

b) takiben yumu$aticjlar , kan§maya kar$3 
re<?ineler, antistatik ajanlax, kirlenmeye kar$i ajan- 
lardan meydana gelen gruptan se<;ilen bar finisaj a jam j 
ile muamele edilmesini kapsayan, PET igeren iplik ya da 
kuma§in fonksiyonel finisajanin iyile§tirilmesi i<;in - 
bir i§lem. 

-5 Stibat 2002 



YeNlDENDOZENLENEN 
SAYFA 
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SEK1L 1 



ATOM 

1 

N 

GLY 

A 

3 

24. 

424 

-7.935 

18.390 

1.00 

46.73 

ATOM 

2 

CA 

GLY 

A 

3 

23. 

848 

-8.994 

17.546 

I. 00 

42.29 

ATOM 

3 

C 

GLY 

A 

3 

24. 

396 

-10.112 

16.727 

1.00 

37. 3S 

ATOM 

4 

0 

GLY 

A 

3 

25. 

347 

-10.913 

16.728 

1.00 

35.38 

ATOM 

5 

N 

ALA 

A 

4 

23. 

664 

-10.625 

15.797 

1.00 

34.53 

ATOM 

6 

CA 

ALA 

A 

4 

23. 

051 

-10.874 

14.555 

1-00 

30.95 

ATOM 

7 

C 

ALA 

A 

4 

21. 

574 

-11.246 

14.920 

1.00 

28.33 

ATOM 

8 

O 

ALA 

A 

4 

20. 

677 

-10.499 

14.446 

1.00 

22.94 

ATOM 

9 

CB 

ALA 

A 

4 

23. 

574 

-11.780 

13.556 

1.00 

26. S2 

ATOM • 

10 

N 

ILE 

A 

5 

21. 

583 

-12.058 

16.043 

1.00 

2*. 48 

ATOM 

11 

CA 

ILE 

A 

5 

20. 
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ATOM 1009 

ATOM 1010 

ATCM 1011 

ATOM 1012 

ATOM 1013 

ATOM 1014 

ATOM 1015 

ATOM 1016 

ATOM 1017 

ATOM 1018 
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ATOM 1020 

ATOM 1021 

ATOM 1022 

ATOM 1023 

ATOM 1024 

ATOM 1025 

ATOM 1026 

ATOM 1027 

ATOM 1028 

ATOM 1029 

ATOM 1030 

ATOM 1031 

ATOM 1032 

ATOM 1033 

ATOM 1034 

ATCM 1035 
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ATOM 1037 

ATCM 1038 
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ATOM 1045 

ATCM 1046 
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ATCM 1053 
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N 
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A 
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A 
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A 
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A 
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CG 
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A 
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A 
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A 
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N 

TYR 

A 
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CA 

TYR 

A 
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C 

TYR 

A 
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0 

TYR 

A 
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TYR 

A 
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TYR 

A 
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A 
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A 
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A 
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c 
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A 
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o 
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A 
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A 
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A 
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A 
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N 
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A 
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A 
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C 
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A 
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A 
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A 
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A 
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CD 
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A 

149 
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A 

149 
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A 
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A 
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A 
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CD 
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A 
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A 
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8 

.174 

11 

.563 

5 

.796 

13 

.462 

5 

.454 

13 

.274 

6 

.526 

12 

.605 

6.087 

11 

.995 

4 

.285 

12 

.364 

3 

.300 

12 

.568 

3 

.134 

13 

• 721 

2 

.763 

11 

.437 

7.791 

12 

.799 

8 

.689 

12 

.339 

9 

.583 

13 

.495 

9 

.777 

14 

.399 

9.309 

11 

.098 

10.285 

10 

.471 

9 

.882 

9 

.720 

11 

.608 

10 

.564 

10 

.681 

9 

.029 

12 

.509 

9 

.948 

12 

.022 

9 

.184 

12 

.891 

8 

.536 

9 

.893 

13 

.858 

10 

.817 

14 

.91 6 

12 

.127 

14 

.882 

13 

.007 

14 

.004 

11 

.185 

14 

.694 

10 

.324 

13 

.576 

9 

.677 

12 

.869 

12 

.432 

15 

.980 

13 

.735 

16 

.138 

14 

.910 

16 

.018 

15 

.860 

15 

.477 

13 

.829 

17 

.346 

12 

.837 

17 

.750 

13 

.452 

18 

.605 

13.769 

17 

.798 

13 

.315 

18 

.154 

12 

.586 

19 

.213 

13.544 

17 

.488 

14 

.813 

16 

.282 

15 

.950 

16 

.171 

16 

.272 

14 

.736 

17 

.372 

14 

.443 

15 

.753 

17 

.040 

14 

.328 

17 

.370 

14 

.252 

17 

.185 

15.005 

17 

.890 

13 

.454 

16 

.321 


14. 

234 

1.00 

31.33 

17. 

878 

1.00 

27.07 

19. 

230 

1.00 

28.59 

20. 

045 

1.00 

29.25 

20. 

996 

1.00 

35.51 

19. 

230 

1.00 

41.13 

18. 

120 

1.00 

48.43 

17. 

788 

1.00 

49.24 

17. 

695 

1.00 

47.79 

19. 

885 

1.00 

23.88 

20. 

969 

1.00 

21.90 

21. 

285 

1.00 

22.57 

20. 

494 

1.00 

26.53 

20. 

498 

1.00 

21.16 

21 . 

349 

1.00 

20.45 

22. 

384 

1.00 

24 .28 

21 . 

189 

1.00 

17.96 

23. 

273 

l.OO 

24 .55 

21. 

983 

1.00 

20.73 

23. 

030 

1.00 

24 .61 

23. 

887 

1.00 

24 .80 

22. 

507 

1.00 

22.86 

22. 

769 

1.00 

21.77 

21. 

957 

1.00 

22.49 

22. 

117 

1.00 

22.31 

24 . 

251 

1.00 

23.23 

24. 

719 

l.OO 

23.39 

23. 

590 

1.00 

25.33 

21. 

250 

1.00 

25.45 

20. 

S67 

l.OO 

22.54 

21. 

499 

1.00 

21.28 

21. 

015 

1.00 

1-6.61 

19. 

727 

1.00 

31.02 

18. 

,719 

1.00 

58.26 

17. 

,658 

1.00 

80.58 

16, 

491 

1.00 

92.05 

15, 

.320 

1.00 

91.85 

15, 

.165 

1.00 

86.98 

14. 

242 

1.00 

91.61 

22. 

.825 

1.00 

28.09 

23. 

.735 

1.00 

25.55 

24. 

.020 

1.00 

21.12 

24. 

.371 

1.00 

24.39 

24. 

.917 

1.00 

38.73 

25, 

.359 

1.00 

67.27 
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.899 

1.00 
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27 

.657 

1.00 
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27 
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ATOM 

ATOM 
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ATOM 
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ATOM 

ATOM 
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ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 


L056 
L057 
L058 
L059 
L060 
L061 
L062 
L063 
1064 
L065 
L066 
L067 
L068 
L069 
L070 
L071 
1072 
L073 
1074 
1075 
1076 
1077 
1078 
L079 
1080 
1081 
1082 
1083 
1084 
1085 
1086 
1087 
1088 
1089 
1090 
1091 
1092 
1093 
1094 
1095 
1096 
1097 
1098 
1099 
1100 
1101 
1102 
1103 


N ARG 

CA ARG 

C ARG 

O ARG 

CB ARG 

CG ARG 

CD ARG 

NE ARG 

CZ ARG 

NH1 ARG 

NH2 ARG 

N THR 

CA THR 

C THR 

0 THR 

CB THR 

OG1 THR 

CG2 THR 

N LYS 

CA LYS 

C LYS 

O LYS 

CB LYS 

CG LYS 

CD LYS 

CE LYS 

NZ LYS 

N VAL 

CA VAL 


C 
O 


VAL 
VAL 


CB VAL 
CGI VAL 
CG2 VAL 
K PHE 
CA PHE 
C PHE 
0 PHE 
CB PHE 
CG PHE 
CD1 PHE 
CD2 PHE 
CE1 PHE 
CE2 PHE 
CZ PHE 
N CYS 
CA. CYS 
C CYS 


151 

151 

151 

151 

151 

151 

151 

151 

151 

151 

151 

152 

152 

152 

152 

152 

152 

152 

153 

153 - 

153 

153 

153 

153 

153 

153 

153 

154 

154 

154 

154 

154 

154 

154 

155 

155 

155 

155 

155 

155 

155 

155 

155 

155 

155 

IS 6 

156 

156 


15.396 

15.752 

16.163 

16.373 

14.548 

13.853 

13.200 

12.609 

11.796 

11.428 

11.203 

16.360 

16.629 

17.995 

18.282 

15.680 

14.423 

15.737 

18.704 

19.930 

19.893 

19.866 

21.112 

22.523 

22.883 

24.358 

24.930 

19.910 

20.031 

21.406 

21.958 

19.095 

19.276 

17.672 

22.039 

23.263 

22.906 

22.505 

23.955 

24.396 

23.678 

25.503 

24.037 

25.888 

25.139 

23.205 

22.847 

24.057 


13.807 
12.424 
11.779 
10.586 
11.796 
12.432 
11.451 
11.893 
11.028 
9.823 
11.278 
12.526 
11.925 
12.249 
13.373 
12.408 
12.256 
11.934 
11.336 
11.725 
11.035 
9.800 
11.260 
11.508 
12.882 
13.093 
14.235 
11.962 
11.508 
11*. 481 
12.460 
12.257 
11.765 
12.091 
10.448 
10.473 
10.406 
9.367 
9.120 
9.266 
8.642 
9.9S0 
8.702 
9.994 
9.384 
11.255 
11.443 
12.027 


23.727 
23.844 
22.531 
22.480 
24.412 
25.516 
26.393 
27.633 
28.275 
27.930 
29.416 
21.505 
20.253 
19.745 
19.965 
19.158 
19.858 
17.759 
19.121 
18.450 
17.073 
17.121 
19.338 
18.933 
19.403 
19.079 
19.863 
16.136 
14.730 
14.040 
13.675 
13.674 
12.247 
14.117 
13.605 
12.843 
11.402 
10.893 
13.304 
14.739 
15.696 
15.107 
17.011 
16.372 
17.357 
10.511 
9.114 
8.461 


1.00 19.70 
1.00 19.52 
1.00 19.28 
1.00 14.55 
00 23.06 
00 22.24 
00 33.40 
00 46.53 
00 52.87 
1.00 51.02 
1.00 59.98 
00 14.12 
00 15.05 
00 17.30 
00 21.34 
1.00 13.91 
1.00 23.92 
1.00 6.77 
1.00 15.49 
1.00 17.73 
1.00 18.41 
1.00 16.04 
1.00 14.55 
1.00 11.95 
1.00 40.35 
1.00 62.12 
1.00 73.03 
1.00 15.86 
1.00 15.79 
1.00 13.11 
1.00 13.51 


1.00 
1.00 
1.00 


5.90 
8.45 
7.14 


1.00 13.75 
1.00 10.-67 
1.00 11.64 
1.00 15.09 
l.OO 5.38 
1.00 16.52 
1.00 23.70 
1.00 11.27 
1.00 23.25 
1.00 7.37 
1.00 16.13 
1.00 12.36 
1.00 11.64 
l.OO 10.08 
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ATOM 
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ATOM 
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ATOM 
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ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
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ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
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ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 
ATOM 


1104 
1105 
1106 
1107 
1108 
1109 
1110 
1111 
1112 
1113 
1114 
1115 
1116 
1117 
1118 
1119 
1120 
1121 
1122 
1123 
1124 
1125 
1126 
1127 
1128 
1129 
1130 
1131 
1132 
1133 
1134 
1135 
1136 
1137 
1138 
1139 
1140 
1141 
1142 
1143 
1144 
1145 
1146 
1147 
1148 
1149 
1150 
1151 


O CYS 

CB CYS 

SG CYS 

N ASN 

CA ASN 


C 
0 


ASN 
ASN 


CB ASN 
CG ASN 
0D1 ASN 
ND2 ASN 
N VAL 
CA VAL 
C VAL 
0 VAL 
CB VAL 
CGI VAL 
CG2 VAL 
N GLY 
CA GLY 
C GLY 


O 
N 


GLY 
ASP 


CA ASP 

C ASP 

O ASP 

CB ASP 

CG ASP 

0D1 ASP 

0D2 ASP 


N 


ALA 


CA ALA 

C ALA 

O ALA 

CB ALA 

N VAL 

CA VAL 


C 
0 


VAL 
VAL 


CB VAL 

CGI VAL 
CG2 VAL 

N CYS 

CA CYS 

C CYS 

0 CYS 

CB. CYS 

SG CYS 


156 
156 
156 
157 
157 
157 
157 
157 
157 
157 
157 
158 
158 
158 
158 
158 
158 
158 
159 
159 
159 
159 
160 
160 
160 
160 
160 
160 
160 
160 
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161 
161 
161 
162 
162 
162 
162 
162 
162 
162 
163 
163 
163 
163 
163 
163 
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24.385 
21.575 
20.137 
24.814 
26.229 
26.197 
25.368 
27.115 
27.733 
28.011 
27.965 
26.849 
26.825 
26.768 
25.732 
27.954 
28.751 
27.791 
27.483 
26.713 
25.734 
25.732 
25.052 
24.106 
22.755 
21.928 
24.037 
23.126 
22.525 
22.956 
22.455 
21.318 
19.961 
18.969 
21.365 
19.915 
18.653 
18.235 
17.094 
18.596 
18.931 
19.514 
19.198 
18.864 
18.256 
IB. 219 
20.144 
20.74$ 


13.174 
12.391 
11.470 
11.147 
11.665 
12.367 
12.330 
10.714 
9.498 
8.573 
9.541 
13.501 
14.483 
13.893 
14.266 
15.512 
14.595 
16.704 
12.956 
12.774 
11.797 
10.704 
11.441 
10.302 
10.698 
11.398 
9.829 
8.629 
8.408 
7.840 
10.402 
10.743 
10.317 
11.034 
10.334 
9.468 
9.014 
10.063 
10.458 
7.778 
6. 592 
7.858 
10.733 
11.811 
12.963 
13.857 
12.145 
10.705 


4 

3. 
1. 
1 
0, 


8.378 
8.917 
8.287 
7.918 
7.576 
6.310 
5.469 
8.300 
7.932 
8.606 
6.660 
6.313 
5.192 
3.758 
3.111 
5.217 
4.238 
.399 
.016 
.732 
.487 
.848 
2.643 
2.828 
2.177 
2.692 
4.277 
4.261 
3.179 
5.216 
0.961 
0.269 
0.848 
0.594 
-1.172 
1.840 
2.287 
3.258 
3.377 
3.117 
2.259 
4.210 
3.719 
4.720 
4.042 
4.880 
5.570 
6.581 

31 Maris 


Potent 


1.00 
1.00 
1.00 


00 

oo 

00 
00 
00 
00 
00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1 .00 
l.OO 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
l.t)0 
l.OO 
1.00 
1.00 
1.00 


13.73 
6.30 
10.60 
16.95 
19.16 
17.70 
20.91 
30.34 
34.95 
44.28 
54.18 
25.65 
28.21 
24.85 
30.96 
27.87 
40.51 
34.39 
5.94 
6.20 
4.00 
4.06 
8.53 
11.97 
14.44 
10.21 
12.43 
20.99 
33.03 
10.13 
12.33 
11.01 
15.22 
9.50 
13.68 
14.54 
3.86 
13.50 
20.47 
7.34 
6.50 
18.46 
13.44 
11.26 
15.57 
14.09 
18.70 
13.38 
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-0.452 
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28. 
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1.00 
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1.00 
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A 
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28. 
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1.00 
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N 
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6.718 
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1.00 
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A 
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7.315 
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1.00 

8.62 
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A 
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27. 
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6.631 

3.892 

1.00 
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0 

ALA 

A 
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27. 
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6.755 
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1.00 
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A 
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27. 
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1.00 

2.86 
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N 
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A 
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26. 
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5.815 

3.278 

1.00 

6.36 

ATOM 

1214 

CA 
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A 
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25. 

133 

5.468 

4.081 

1.00 

5.29 

ATOM 

1215 

C 

HIS 

A 

173 

25. 

685 

4.314 

4.888 

1.00 

10.58 

ATOM 

1216 

0 

HIS 

A 

173 

25. 

082 

3.598 

5.668 

1.00 

9.36 

ATOM 

1217 

CB 

HIS 

A 

173 

24. 

081 

4.883 

3.216 

1.00 

8.41 

ATOM 

1218 

CG 

HIS 

A 

173 

22. 

815 

4.403 

3.791 

1.00 

7.30 

ATOM 

1219 

ND1 

HIS 

A 

173 . 

22. 

066 

5.327 

4.565 

1.00 

8.48 

ATOM 

1220 

CD2 

HIS 

A 

173 

22. 

148 

3.264 

3.670 

l.OO 

7.83 

ATOM 

1221 

CE1 

HIS 

A 

173 

20. 

932 

4.657 

4.861 

1.00 

17.36 

ATOM 

1222 

NE2 

HIS 

A 

173 

20. 

945 

3.423 

4.379 

1.00 

5.29 

ATOM 

1223 

N 

LEU A 

174 

26. 

823 

3.947 

4.326 

1.00 

8.03 

ATOM 

1224 

CA 

LEU 

A 

174 

27. 

344 

2.*23 

4.682 

l.OO 

8.06 

ATOM 

1225 

C 

LEU A 

174 

28. 

171 

2.787 

5.930 

1.00 

13.06 

ATOM 

1226 

0 

LEU 

A 

174 

28. 

609 

1.648 

6.151 

1.00 

19.88 

ATOM 

1227 

CB 

LEU 

A 

174 

28. 

078 

2.118 

3.488 

1.00 

2.76 

ATOM 

1228 

CG 

LEU 

A 

174 

27. 

560 

0.902 

2.847 

1.00 

13.35 

ATOM 

1229 

CD1 

LEU 

A 

174 

26. 

024 

1.017 

2.7S6 

1.00 

18.01 

ATOM 

1230 

CD2 

LEU 

A 

174 

27. 

913 

0.740 

1.421 

1.00 

21.70 

ATOM 

1231 

N 

SER 

A 

175 

28. 

290 
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